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ESTUDIO DEL AGENTE CAUSAL DE LA PUDRICION BLANDA EN NARDO
DEL ESTADO DE MORELOS

1. RESUMEN

El Estado de Morelos, ocupa el primer lugar en fa produccién de flor de
nardo (Polianthes fuberosa). Sin embargo, en los Gltimos afios se ha
presentado una disminucion hasta en un 50 % en el rendimiento del cultivo
a consecuencia del dafic provocado por Scyphophorus acupunctatus
(picudo negro) y la presencia de una enfermedad de tipo bacteriano, que
afectd al bulbo de nardo provocandole pudricion blanda, que se caracterizd
por la presencia de manchas acuosas y la maceracion del tejido. Teniendo
en cuenta estos antecedentes la hipétesis de esta investigacion fue que la
pudricién blanda que se presenta en los bulbos de nardo en la regién
productora del Estado de Morelos se dehia a [a presencia de bhacterias que
producen pectinasas y celulasas que degradan los componentes de la
pared celular, pertenecientes al género Erwinia (Dikeya). A partir de bulbos
de nardo enfermos coiectados en las zonas productoras del Municipic de
Emiliano Zapata, Morelos se aislo la cepa BV157 cuyas colonias fueron
verde-azuladas planas de borde dentado lisas y con un fuerte olor a uvas
jévenes, capaz de provocar pudricion blanda en bulbos de Polianthes
tuberosa (nardo) y hojas de Arabidopsis thaliana (arabidopsis), Sainfpaulia
ionantha (violeta africana) y Lacluca saliva (lechuga romana) a una
temperatura entre 28-30°C y humedad relativa de 100 %. Los analisis
bicquimicos, morfoldogices y moleculares utilizades para la identificacion,
permiten afirmar que la cepa zislada (BV157) no pertenece al género
Erwinia; sin embargo debido a las caracteristicas observadas en el estudio
probablemente BV157 pertenece a la especie Pseudomonas aerugincsa.
Con el objetive de verificar esta hipoiesis se propone secuenciar e} 16S de

esta cepa con el fin de hacer un andlisis bioinformatico.



2. INTRODUCCION

La vida del hombre estd intimamente unida a su ambiente, en especial a los
vegetales. El conocimiento y utilizacion total del mundo vagetai es una meta llena
de recompensas inielectuales y materiales que a lo largo del tiempo el hombre ha
utilizande en su beneficio. Las plantas, siempre han sido importantes para el
bienestar de los pueblos, no sélo como alimento sino también como parte de su
cultura (Frits, 1981). En México la floricultura representa una excelente fuente de
ingresos para la economia nacional, toma lugar en los siguientes estados: Baja
California Norte, Chiapas, Colima, Distrito Federal, Jalisco, Estado de México,

Morelos, Puebla, Veracruz, Yucatan, Michoacén y Guerrero.

De acuerdo con los reportes del Comite Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de
Morelos {CESVMOR, 2009) el estado tiene las condiciones de clima y suelo
adecuados para el cultivo de ornamentales. De esta manera se ha convertido en el
principal productor de plantas de ornato del pais, lo que [e representa una fuente
de captacion de recursos econdmicos. El nardo (Polianthes tuberosa) es una de
las plantas ormamentales mas cultivadas para aprovechar su flor, por sus

caracteristicas y perfume.

La vara de San José (nardo) como se le conoce popularmente, es una geéfita de
la familia Agavaceae, es originaria de México y en |a actualidad se ha difundido en
Centroamérica, toda Europa y Asia (Longoni ef al,, 2002). La forma convencional
de propagacion del nardo es asexual, mediante bulbos que se generan de bulbilios
laterales, conformande generalmente un grupo con individuos estrechamente
unidos (Longoni ef al., 2002). Cuando los bulbos plantados tienen mas de 8 cm de

perimetro, las plantas llegan a floracién.

De acuerde con la SAGARPA (2010) el cultivo de nardo es una de las actividades
agricolas que deja mas derrama econdmica, esto al considerar que por cada
hectarea se alcanzan rendimientos anuales de hasta 4500 gruesas de flores de
corte, con precio promedio de 100 pesos por gruesa. En los (ltimos afios Ia
rentabilidad del cultivo se ha visto amenazada por problemas fitosanitarios, que

2



son provocades por el picudo negro. Su dafic en el cultivo se debe a que la mayor
parte de su ciclo biclogico se desarrolla dentro de los tejidos vegetales de la
planta, cuando las hembras ovipositan dentro de los bulbos. Cada planta, tiene
una infestacion de 4-36 adultos {Gonzaga, 2008), esto ocasiona la pudricion y
muerte del nardo cuando es muy joven, asimismo favorece la entrada de plagas

secundarias y de micrcorganismos patégenos.

Actualmente impertantes cultivos comerciales a nivel mundial, presentan pérdidas
millonarias de hasta un 60 % de |la produccion total a causa de enfermedades
infecciosas provecadas por fitopatogenos. En lo que corresponde a la pudricidn de
bulbos de nardo, en el Estado de Morelos el conocimiento que se tiene en relacion
al diagnostico de esta enfermedad es escasoc, se carece de estudios de etiologia y
de estimacién de pérdidas causadas por estos patogenos, por lo que urge se
identifiguen plenamente los agentes causales de la pudricién en esta planta
crnamental. Esto permitira generar una estrategia de controi bicldgice innovadora,
la cual pueda sclucionar los problemas fitosanitarios actuales, ademas de lograr
reducir la contaminacion ambiental por el uso de agroquimicos. Por o que el
objetivo de esta investigacion fue caracterizar e identificar el agente causal de la

pudricién blanda del cultivo de nardo en el Estado de Morelos.

3. MARCO TEORICO

3.1. IMPORTANCIA DE LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS EN LAS
PLANTAS

Las enfermedades infecciosas de las plantas son muy importantes para el hombre,
por que causan problemas y disminuyen la produccion de alimentos; debido a ello
pueden marcar la diferencia entre una vida normal y una vida acosada por hambre
en el caso de las personas que viven en regiones donde ios alimentos son

escasos.



Por otra parte, estas enfermedades, afectan el medic ambiente al provocar la
desaparicién de especies muy susceptibles a cierta infeccién y con ello causar un
desequilibrio en el ecosistema. En general, a lo largo de la historia y hasta
nuestros dias las enfermedades de las plantas pueden propiciar desnutricicn,
inanicion, emigracién y muerte de personas y animales (Agrios, 1998). El monto
de las pérdidas es variable en cada regidn, depende de ciertos facteres coma son:
la especie de vegetal afectada, los productos que se obtienen de ella, el agente
causal, las condiciones ambientaies de la region y finalmente las medidas de
control. Estos problemas, han llevade a la creacién de una industria dedicada a la
elaboracioén de productos quimicos y maquinaria necesaria para el combate de

enfermedades en plantas.
3.2. LA PUDRICION BLANDA EN LAS PLANTAS

La pudricién blanda es un sinioma que se puede presentar en todos los érganos
de la planta, dependiendo del patdgeno gue lo cause y de las condiciones del
ambiente; esté se encuentra en raices, tallos y hojas. La enfermedad se
caracteriza por la maceracion del tejido parenquimatoso que termina en la
desintegracion del tejido danado que en ocasiones produce un color blanco o
pardo. En l!a pudricién blanda se presenta un olor desagradable que
frecuentemente es causado por organismos secundarios. Segun Ephinstone
{1987), puede iniciarse en lenticelas o heridas y propagarse rapidamente a todas
las partes de la plania, sin embargo en un ambiente seco, el deterioro se puede
reducir a pequefias partes secas, oscuras y hundidas. La cual es causada por
numercsas especies de hongos y bacterias, que son capaces de provocar el
sintoma mediante una serie de elementos quimicos y mecanicos.



3.2.1 Pudricion blanda causada por hongos

La pudricién blanda incitada por honges se produce cuando estos se adhiere a la
superficie del huésped con la ayuda de apresocrios formados per el micelio, de ese
modo penetra la cuticula por presién mecanica (Tarig y Jeffries, 1987).
Provecando la desintegracion de ta pared celular, lo cual facilita el desarrollo
progresivo scbre la superficie del tejide afectado causando asi la pudricion blanda.
La disolucién de la pared celular se realiza a través de enzimas pécticas entre las
que se encuentran las iscenzimas endopoligalacturcnasas responsabies de la
hidrolisis del acido poligalacturénico (Favaron et af, 1%92). También enzimas

como las lipoliticas contribuyen a la penetracién.

3.2.2 Las fitbbacterias como agentes causales de la pudricién blanda

Con relacién a las bacterias, el reconocimiento de las mismas como agentes
causales de enfermedades en plantas comenzd desde hace alrededor de 100
afnos. En una década (1877-1887) T. J. Burril y J. C. Arthur en Estados Unidos,
trabajarén con tizon violento o fogén de las pomaceas; J. H. Walker en Holanda,
estudié el amarillamiento del Jacinto y Savastano en ltalia, describié el mal negro

de la vid (Agrios, 1998).

Las bacterias afectan a las plantas, debido a que durante su desarrollo evolutivo
adquirieron la capacidad de aprovechar las sustancias que se encuentran en el
interior de la célula vegetal, entran en el apoplasto y desde esta focalizacién
provocan serios dafios en numerosas plantas cultivadas {Llama, 2002). Estas, son
lo suficientemente pequefias como para entrar en forma pasiva a través de
estomas y ofras aperturas naturales, pero no todas son capaces de ingresar de
esta forma, por lo gue es necesario contar con mecanismos para vencer [as
barreras de la planta. La mayoria de las bacterias responsables de causar
problemas en plantas son Gram {-); por ejemplc Erwinia chrysanthemi, Erwinia

carolovora y Pseudornonas syringae.



3.3. PRINCIPALES MECANISMOS DE PATOGENICIDAD EN FITOBACTERIAS

Los componentes de las células vegetales, ne siempre se encuentran de forma
disponible para las bacterias, por lo que deben ser transformades en unidades
mas simples para que estas los puedan abscrber y asimilar. Ademas, para que
una bacteria infecte una planta tiene que tener la capacidad de secretar
compuesto quimicos que degraden los compenentes de la pared celular de su

hospedero (Agrios, 1998).
3.3.1. Sustancias quimicas que causan la pudricién blanda

L.os principales grupos de sustancias que secretan los patdgenos en las plantas ya
sea directa o indirectamente, incluyen enzimas, toxinas y polisacaridos;
probablemente en este orden de impertfancia paricipan en el desarrollo de las

pudriciones blandas (Collmer y Keen, 1986).
3.3.2 Enzimas

Las enzimas, son moléculas de naturaleza proteica gue catalizan todas las
reacciones de una célula viva, por lo que para cada reaccion dentro de la célula
existe una enzima (Gaitan, 2007). Las bacterias fitopatdgenas, tienen la capacidad
de secretar enzimas de manera innata durante toda su existencia o al entrar en
contacic con un sustrate, estas desintegran los componentes estructurales de las
células vegetales degradando las sustancias nufritivas e inertes y afectando
directamente el protoplasto interfiriendo con sus sistemas funcionales.

E. chrysanthemi 3937, es una enterobacteria capaz de provocar pudricion blanda
en numerosos clltivos comerciales (Perombelo y Kelman, 1980) mediante la
secrecién de enzimas pectoliticas responsables de la degradacidon de la pared
celular de las células vegetales. La cepa E. chrysanthemi por lo menos secreta

siete pectato liasas (enzimas pectolilicas), dos pectina metil esterasas, una



peligatacturonasa, ademas de transeliminasas (pectina liasas) celulasas proteasas
y una fosfolipasa (Collmer y Keen, 1986). La mayoria de la pectinasas y celulasas

se secretan al medio externo a través de un sistema de secrecién tipo 1.

Esta bacteria tiene la capacidad de modular su maguinaria pectolitica a través de
complejos sistemas de regulacidn que le permiten el perfeccicnamiento de la
expresion génica. Por ejemplo los genes responsables de la produccién de
pectinasas se expresan en cistrones independientes y su transcripcion se favorece
por las condiciones ambientales, tales como la presencia de pectina, los extractos
de la planta, la fase estacionaria de crecimiento, bajas temperaturas, el oxigeno o
un limitante de hierro entre otros factores ambientaies {Hugouvieux-Cotte-Pattat et
al., 1996).

3.3.3 Toxinas

Las toxinas, actian directamente sobre los protoplastos vivos de su hospedante y
ocasionan dafios considerables ¢ inclusc pueden destruir a las celulas de una
planta. Algunas de ellas actian come venenos protoplasmicos generales que
afectan muchas especies vegetales. Estas actdan en su hospedante afectando la
permeabilidad de su membrana celular o al inactivar o inhibir a las enzimas ¢
interrumpir  sus reaccidnes enzimaticas. Algunas enzimas actdan como
antimetabolitos que propician la deficiencia de un factor esencial para el desarrollo

normal.

Las toxinas son metabolitos secundarios, mayoritariamente péptidos pequeifios.
Entre estas toxinas se erncuentra la siringomicina, la coronatina, la faseclotoxina,

la tabtoxina y la tentoxina {(Gross, 1991).

La tentoxina es un tetrapéptido ciclico que se une e inactiva a una proteina (factor
de acoplamiento del cloroplasto) que interviene en la transferencia de energia en
los cloroplastos y también inhibe la fotofosforilacion del ADFP en ATP. La



inzctivacien de la proteina y la inhibicion de la fotofosforilacion son mas marcadas
en especies vegetales susceptibles a la clorosis después de fratarlas con la
tentoxina que en especies no sensibles a esta toxina. En especies sensibles, la
tentoxina interfiere con el desarrcllo nermal del cloroplasto y causa clorosis al
interferir con la sintesis de clorofila, pero no se sabe si estos efectos solo estan
relacionados al proceso de unién de la tentoxina a la proteina de acoplamiento del
cloroplasto (Walton, 1996). Un efecto adicicnal, pero que al parecer no tiene
relacién, que muestra la tentoxina sobre las plantas sensibles es que inhibe la
actividad de las polifencloxidasas, enzimas que intervienen en diferentes
mecanismos de resistencia de las plantas. Amboes efectos de esta toxina influyen
sobre la planta hospedante con cambios que le causan clorosis, e inhibicién de
sus meacanismos de resistencia tienden a aumentar la virulencia del patdgeno
(Hutchison ef al., 1995). Sin embargo, atn se desconoce el sitio molecular de
accion de la tentoxina, asi como el mecanismo exactc mediante el cual produce

estos efectos.
3.3.4 Pglisacaridos de [2 membrana

Otros elementos celulares que intervienen en la pategenicidad de las baterias son
los pelisacaridos de la membrana externa, los cuales generan una serie de
enfermedades al inhibir las sefiales activadoras de defensa de la planta y at

bloquear los tejidos de conduccién (Denny, 1995).
3.4 DEGRADACION DE LOS COMPONENTES DE LA PERED CELULAR

El primer contacto que tiene una bacteria con la planta se da en su superficie, la
cual esta constituida por una cuticula que presenta una impregnacién de cera. Las
paredes de las células epidérmicas contienen también proteinas y lignina. Por su
parte los tejidos parenquimatoscs constan de celulosa, hemicelulosa y pectinas,
las cuales constituyen la mavyor parte de la lamina media (Figura 1). En
concordancia con Agrios (1998) la desintegracion total de los tejides de una planta



inicia con la degradacion de cada uno de los componentes de la pared celular,

mediante la accién de enzimas secretadas por las bacterias.

Celulas vegetales

capas de

pared secundaria
laminilla

————,
media compuesta  §1 52 53
- -

lumen
celular

laminilla media paredes primarias

Figura 1. Esquema de la lamina media y la pared celular primaria y secundaria (tomado de

www biologia.edu.ar/ botanica).
3.4.1 Componentes de la pared celular

La cutina es el principal componente de la cubierta cuticular. Se encuentra
formada por ceras mezcladas con pectina y celulosa. Algunas bacterias como
Streptomyces scabies (Agrios, 1998) producen cutinasas, enzimas capaces de
degradar esta cubierta. Las cutinasas son enterasas que rompen los enlaces ester
que forman las moléculas de cutina liberando monémeros derivados de los acidos

grasos del polimero de cutina.

Las sustancias pecticas son el componente principal de la lamina media, que
mantiene en su sitio a las células de los tejidos vegetales, también son parte de la
pared celular primaria en donde forman un gel amorfo que rodea los espacios
entre la microfibrillas de celulosa. Las sustancias pécticas son polisacaridos de



acido galacturénico entremezclados con un nimero mucho mencr de moléculas

de ramnosa y ofros azlcares.

Las enzimas conocidas como pectinasas ¢ enzimas pecioliticas degradan las
sustancias pecticas, al cortar las cadenas pectinicas liberando porciones mas
pequenas de ellas que contienen una o varias motéculas de acido galacturénico
(Collmer et al., 1982).

Las pectina metil esterasas corfan pequefias ramificaciones de las cadenas
pectinicas sin afectar la longitud, pero alteran su scolubilidad e influyen sobre la
velocidad a la que son atacadas por ellas. Las pectinasas separan |las cadenas
pécticas y liberan porciones mas pequefias de elfas que contienen una o varias
moléculas de acido poligalacturdnice. Por su parte las poligalacturonasas rempen
las cadenas pectinicas al anadir una meolécula de agua e hidrolizan el enlace entre
dos moléculas de acido galacturdnico; otras las pectina-liasas o transeliminasas
rompen las cadenas eliminando una molécula de agua del enlace y rempiéndols
liberando productos que poseen un doble enlace insaturado. Cada una de estas
enzimas existe en tipos que pueden romper las cadenas pectinicas en varios
puntos al azar (endopectinasas) y liberar cadenas mas cortas o que rompen sdlo
el enlace terminal {(exopectinasas) de las cadenas y liberan unidades separadas

de acido galacturénico (Colimer et al., 1982).

Los patégenos parecen producir en todo momente pequefias cantidades de
enzimas pectoliticas cuya secrecién es estimulada por la presencia de polimeros
de acido gatacturdnico. Se ha demostrado que estas enzimas participan en el
desarrollo de la pudricion blanda de los tejidos vegetales, al provocar la
degradacion de las sustancias pecticas y debilitar las paredes celulares, o cual
produce la maceracion de tejidos y facilita la entrada del patégenc al apoplaste y

al interior de la célula vegetal.

10



La celulosa es un polisacarido formado por cadenas de moléculas de glucosa
unidas a través de puentes de hidroegeno. En todas las plantas, la celulosa forma
parte de la estructura basica de las paredes celulares. Su proporcién en los tejidos
vegetales es variada.

La degradacién de la celulosa se realiza mediante celulasas. Existen tres tipos de
esias enzimas,; la celulasa C; que rompe los enlaces transversales formados entre
las cadenas. Una segunda celulasa es la C; que rompe la cadena en unidades
mas cortas, que después son atacadas per un tercer grupo de celulasas conocidas
como C, que fas degradan hasta el disacarido celobiosa. Per dltimo, la celobicsa

es degradada por [a enzima B-giucosidasa, a glucosa (Gaitan, 2007).

Las celulasas, se producen en etapas tardias de la infeccion; no solo son
secretadas por las bacterias que inician la enfermedad, sino que también por
bacterias saprofitas, por lo que no se consideran importantes en el inicio de la

enfermedad.

Hemicelulosa, es una mezcla de polimeros de polisacdridos, cuya proporcion y
composicién varia entre los tejidos de las plantas, la especie y el desarrolle de la
misma. La hemicelufosa forma parte de la lamina media, la pared celutar primaria
y secundaria donde es uno de los principales componentes. Los polimeros de
hemicelulosa incluyen xileglucano, glucomananas, arabinogalactanos entre otros

monémeros (Taiz y Zeiger, 1991).

La hemicelulosa es degradada por hemicelulosas. Dependiendo del mondémero en
el cual actla la enzima en particular se denominan xilasa, galactasa, glucanasa

etc.
3.5 RESPUESTA DE LAS PLANTAS CONTRA PATOGENCS

En la naturaleza las plantas estan expuestas a un gran nimero de organismos
patdogenos, en general contrarrestan su ataque por barreras fisicas estructurales
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que impiden que el patégeno penetre y se propague en ellas, o por medio de
reaccicnes bioquimicas, que tienen lugar en las células vy tejidos los cuales
producen sustancias toxicas para el patdgeno o crean condiciones que inhiben su
desarrollo. La respuesta de defensa, varia de acuerde con el tipo de dérgano
especie de planta y las condiciones ambientales en las que es atacada (Tam ef al.,

1999).

3.5.1 Defensa estructural

Algunas estructuras de defensa se encuentran ya en las plantas antes de que el
patégeno entre en contacto con ellas. Esas estructuras incluyen la cantidad y la
calidad de la cera y de la cuticula que cubren a las células epidérmicas, la
estructura de las paredes celulares, el tamafio, localizacion y forma de los
estomas y lenticelas y por dlitimo, la presencia en la planta de tejidos protegidos
por paredes celulares gruesas que obstaculizan el avance del patégeno (Agrios,
1998).

3.5.2 Defensa bioguimica

La segunda linea de defensa en las plantas y probablemente las mas efectiva, es

la produccién de sustancias inhibitorias ante el ataque de ciertos patégenos.
Péptidos antimicrobianos de planias

Los péptidos antimicrobianos, son parte del sistema de defensa de las plantas su
actividad es incrementada una vez que el microorganismo se pone en confacto
con la planta. Por lo general los péptidos estan constituidos por proteinas de bajo
pesc molecular, las cuales desestabilizan la membrana de la bacteria.
Comunmente se encuentran rodeando los tejidos vegetales formando una barrera

antimicrobiana (Llama, 2002).
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Estres oxidativo

Es un mecanismo que ia planta acciona una vez que interacciona con un
patégeno, las células vegetales sufren un choque oxidative produciendo oxigeno
activo que afectan directamente ai patdgeno y a la vez inducen una respuesta
sistémica en los tejidos adyacentes al lugar de la infeccion, esto provoca el
reforzamiento de la pared celular y evita la proliferacién y diseminacién del

patdgenc al resto de la planta (Doke, 1993).
Respuesta de hipersensibilidad

Aungue las bacterias del genero Erwinia, Pseudemonas, Xanthomonas y Ralstonia
tienen un gran nimero de hospederos, presentan especificidad en sus huésped y
producen respuesta de hipersensibilidad en los no huéspedes. Esta respuesta, es
dirigida por genes que codifican para un sistema de secrecién de tipo I, el cual
produce proteinas intracelulfares y extracelulares que originan la apcptosis de las
células vegetales al entran en contacto con el patégeno. Como consecuencia de la
muerte celular, se produce una lesion en el lugar donde se encuentra el patégeno
(Levine ef al., 1994).

3.6 TRIANGULO DE PATOGENICIDAD

Solo porque la planta es susceptible a alguna enfermedad no significa que seva a
enfermar. Para que una enfermedad pueda ocurrir, se tienen que dar
conjuntamente tres factores: 1) la planta debe ser susceptible a la enfermedad, 2)
el patdgeno que causa la enfermedad debe estar presente para que pueda infectar
a la planta y 3) el medio ambiente debe ser propicio para el desarrollo de la
enfermedad. Si alguno de estos componentes no esta presente en este “tridngulfo

de la enfermedad” entonces ésta no va a ocurrir (Martinez, 2009).
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3.7 EL CULTIVO DE ORNAMENTALES DEL ESTADO DE MORELOS

3.7.1 Aspectos productivos, econdmicos y dafos ocasionados por problemas

fitosanitarics en cultivos ornamentales

El sistema producto de ormamentales en México, cuenta con una diversidad de
formas con volimenes de produccién de entre 1,235.9 y 6'052,938.5 ton con un
valor de $ 37'026,216 pesos y $ 70'879,809 pesos para las producciones en vivero
y fler de corte, respectivamente (SAGARPA, 2010), lo que indica un alto valor de

remuneracion por superficie de produccién,

La preduccién de flores de corte (rosa, gladiolo, nardo), es a cielo abierto, por lo
que no requiere de procesamiento, sdlo el manejo de empaque para su transporte
a lugares cercanos o distantes, ya que su comercializacién es local, nacional y de
exportacion. Sin embargo, en fos dltimos afios su comercializacion se ha visto
afectada, por problemas fitosanitarios. Respecto a este problema se encontrd la
presencia de la roya del gladiolo Uromyces transversalis en Morelos, por lo cual |a
Direccion General de Sanidad Vegetal, declaré acciones emergentes para su
control (CESVMOR, 2009). Esta enfermedad, afectd principalmente el follaje del
cultivo, lo que ocasion6 serios dafios econdmicos a ia produccién y demeritd la

calidad de |a flor para su comercializacion.

Er 2005 se programd y ejecutd la campafa de caracterizacién fitosanitaria de
ornamentales, con un presupuesto del 6.25 % dei total, otorgado por la SAGARPA
para combatir problemas fitosanitarios en el centro del pais, aproximadamente se
destinarcon un total de $ 3’ 750, 000 pesos como respuesta a una necesidad de los
productores ante esta problematica. Sin embargo, aunque estos programas
lograron identificar fitopatégenos en giadiclo, no arrojaron datos sobre los agentes

causales de la pudricién en el cultivo de nardo.

3.7.2 El cultivo de nardo del Estado de Morelos
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El nardo, es una de las plantas ormamentales mas cultivadas para aprovechar su
flor por sus caracteristicas y perfume. Morelos es el principal productor de esta flor
ornamental a nivel nacional, ya que tiene las condiciones de clima y suelo que
favorecen su cultivo y por consecuencia tiene la mayor superficie cultivada
respecto a otros estados. Se cultiva en los municipios de Tepalcingo, Puente de
Ixtla, Mazatepec, Cuautla, Yautepec, Temixco, Coatlan del Rio, Emiliano Zapata,
entre otros (CESVMOR, 2009).

3.8 EL NARDO (Polianthes tuberosa)

El nardo es una gedfita de la familia de las Agavaceas, con varias especies de alto
valor ornamental e industrial. Es originario de México y se encuentra distribuido en

toda Centroamérica, Europa y Asia (Longoni ef al., 2002).

Figura 2. Flores de nardo (Pholianthes tuberosa) cultivadas en parcelas de Emiliano Zapata,

Morelos.
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Las flores son hermosas y perfumadas, presentan tallos modificados en forma de
tubérculos; su desarrollo es de dia largo, por tal razén su plantacion se realiza en
primavera (Figura 2). La floraciéon se produce entre finales y principio del otofio en
el hemisferio sur y en los meses de septiembre y octubre en el hemisferio norte.
Regularmente la vara de nardo alcanza el metro de altura, su espiga suele durar
mas de 40 d en disposicion de ser cortada y las flores se recogen por la mafiana,
procurando cortarlas desde la base y sin hojas, ya que éstas deben mantenerse
para completar el ciclo de multiplicacién de nuevos bulbos, que por regla general
se extraen del suelo a la llegada de la estacion fria. El cultivo de nardo se realiza
en suelos bien drenados y ricos en materia organica, con menor proporcién de

arcilla y arena (Figura 3).

Figura 3. Parcela de nardo en plena produccién, Emiliano Zapata, Morelos.
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El cultivo de nardo, es uno de los diez cultivos que deja mas derrama econdmica
en Morelos, esto al considerar que por cada hectarea se alcanzan rendimientos
anuales por hasta 4,500 gruesas de flores de corte, con precio promedic de $100
pescs por gruesa (SAGARPA, 2010). Para el afic 2006 se obtuvo un valor de
produccion de $ 6'885,000 pesos, generando de acuerdo con el diagndstico
estatal de la Fundacion Produce un total de 824,066 empieos (CESVMOR, 2009).
La demanda del nardo es muy importante, muchos de los productos del estado
son comercializados nacional e internacionalmente, considerande que existen
diversas fuentes proveedoras de estos productos, se infiere una competencia
permanente vy una necesidad de innovacién, fortalecimiento y consolidacion
(CESVMOR, 2009).

£n los Gltimos afios |a rentabiiidad del cultivo de nardo se ha visto amenazada por
problemas fitosanitasios, inducidos por insectos y enfermedades de tipo
bacteriano, que tienen gue ser combatidos con tratamientos de control
convencionales, cuyos costos afectan la produccion total (CESVMOR, 2009). De
acuerde con la Fundacion Produce Morelos, desde el afio 2006, la produccidon de
nardo en Morelos se vio afectada hasta en un 50 %, por la presencia de picudo

negro.

3.8.1 |dentificacion y caracterizacién de patdgenos en cultivos ornamentales de

México

A nivel nacional, existe poca informacién acerca de la fitopatogénesis de las
principales enfermedades que atacan los cultivos ornamentales. Entre los estudios
de este tipo se encuentran los siguientes: en el Estado de México, Sartl (1994)
citado por Garcia ef al. {2005) identificéd a Puccina horiana como el causante de la
roya blanca. Presumibiemente esta enfermedad se introdujo al pais a través de
importaciones de material de propagacién o esquejes, debido a ia falta de control
en la movilizacién de material. vegetativo y de flores. Esta enfermedad, se

encuentra en varios estados de la Republica.
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También Garcia et a/. {2003) determinaron la fitopatogénesis responsable de la
marchitez en crisantemo en la zona de Villa Guertero Estado de México. Las
plantas presentaban sintomas de marchitez consistentes en flacidez de hojas v
necrosis de tallo basal. Para identificar el agente causal de la enfermedad,
realizaron siembras de tejido enfermo en cajas de Petri con medio papa-dextrosa
agar, obtuvieron colonias de dos hongos los cuales purificaron, analizaron e

identificaron, encontraron a Fusarium sp. y Mucor sp. como agentes causales de

la marchitez.

Por su parte Gabing ef a/. (2004), en cercanias de Comitan Chiapas, Veracruz vy
Puebla estudiaron bacterias asoctadas a la hoja de la orquidea Lycaste aromatica
que exhibian manchas necrdticas. Los géneros aislados y caracterizados por
pruebas bicquimicas fueron Pseudomonas, Xanthomonas y Bacillus, estudios
posteriores mostraron qgue ningunc de los organismas aisiados fue patégeno para
esta especie ornamental. Villanueva y Sénchez (2005) diagnosticaron a Altenaria
chrysanthemi como el agente causal del Tizdn foliar de crisantemo en el Estado de
Yucatan. Aguino y Vazquez (2008} reportaron que los rendimientos en la
produccién del cultivo de clavel de ia zona floricola del Estado de México, se
vieron afectados por la enfermedad conocida regiocnalmente como “dormilona”
causada por el hongo Fusarium oxysporum, con una incidencia de 28 y 42 % del

total del area de siembra.
3.8.2 Patdgenos en el cultivo de nardo del Estado de Morelos

En le que respecta a la identificacién de microorganismos patogenos y plagas en
el cultivo de nardo de! Estade de Morelos, el laboratorio de Agrodiagnéstico
FITOLAB (2008) encontré en partes aéreas de planta la presencia de acaros de fa
familia Tetranychidae, el mas comin es la especie Tetrany chusuricae. En las
flores se encontrd la presencia de trips Frankliniella occidentalis, ademas del
picudo negro, coledptero de la familia Curculionidae. Asociado a raices con
sintomas de agallas, se identificé al nematode Meloidogyne incognita, asi como
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también identificaron a Fusanum sp., comoe el causante de la pudricién de bulbos,
marchitez y muerte de las planta. En las pudriciones del apice de las
inflorescencias, encontraron al hongo Alternara sp., el cual esta asociado con las
enfermedades conocidas como tizones.

Por otra parte, aun no se han reportado estudios sobre bacterias que provoguen

pudricion en el cultivo de nardo.

Sin embargo, estudios de patogénesis en el cultiva de Agave tequilana que al igual
que el nardo pertenece a la familia de las Agavaceas, el picudo negro representa
un serio problema en su rentabilidad cuando la larva del insecto barrena la parte
central del maguey y causa su pudricién, por lo que se considera un medio natural
para la entrada de bacterias. Sobre esto Rodriguez-Garay et al. (2004), sefiala la
hipétesis de que el picudo de! agave pudiera ser un vector natural que introduce a
ta bacteria Erwinia sp. a la planta. Asimismo, otros autores como Fucikovsky
(2004) indica que en los tejidos enrojecidos cercanos a las galerias causadas por
las larvas de los picudos se han detectado bacterias fitopatdgenas, por lo que se
piensa que los picudos al entrar a los tejidos de la pifia del agave, tienen en sus
cuerpes bacterias que pueden introducir a la planta. Por otra parte Sclis et al.

(1999) proponen que el picudo negro es atraido por las pudriciones de la planta.

La sintomatologia que presentan las plantas de narde cuando scn atacadas por el
picudo negro, se relaciona con pudricién blanda, por lo que se piensa que al entrar
el insecto en los tejidos de la planta favorece la colonizacién de bacterias
fitopatdgenas y oportunistas {as cuales en su conjunto causan iz enfermedad.

3.9 TECNICAS PARA EL AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
FITOBACTERIAS

Para el diagnostico y deteccion de patogenos normalmente se utilizan técnicas

microbiolégicas clasicas que pueden ser tardadas. Sin embargo, hoy en dia se
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han desarrcilado técnicas inmunclégicas, genético-moleculares y de hibridacién de

acidos nucleides que permiten tener resultados cenfiables en poco tiempo.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR (de sus siglas en ingles Polymerase Chain Reaction), es una técnica que
permite sintetizar in vitro un segmento especifico de ADN, a través de ciclos
térmicos repetidos. La sintesis de ADN se efectlia mediante iniciadores, los cuales
se hibridan con segmentos de ADN de cuya secuencia complementaria delimita
los limites del fragmento ha sintetizar. La PCR es una técnica que posee
innumerables aplicaciones entre ias cuales destaca el diagndstico especifico de

patdgenos (Bej ef al, 1991).
Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son una serie de técnicas que funcionan como
sefnaladores de diferentes regiones del genoma, se distinguen por su capacidad
de detectar polimorfismos en loci Unicos o miltiples y son de tipo dominante o co-
dominante (Simpson, 1997). Se usan para el mapeo genético, como el primer
pasc para encontrar fa posicién e identidad de un gen, en estudios de genética
humana, vegetal, animal y microbiana. Los marcadores moleculares permiten

evidenciar polimorfismos en la secuencia del ADN entre dos individuos.

RFLPs

Los RFLPs (de sus siglas en ingles polimorfismos en la longitud de fragmentos de
restriccion) fue el primer marcador de ADN utilizado por bidlogos poblacionales
(Parker et al., 1998). Este marcador evidencia diferencias especificas del ADN que
fueron reconocidas por enzimas de restriccion particulares (endenucleasas). Cada
una de las endonucleasas (de crigen bacteriano), reconoce y corta solamente una

secuencia especifica en el ADN, siempre y cuando éstas nao estén prategidas
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{metiladas). Por consiguiente cualquier ADN que no este metilade puede ser
reconacido y cortade en fragmentos de longitud definida; cualgquier mutacion
dentro de esos sitios, podria cambiar el patrén del fragmento y permitir que se
detecte un RFLPs al comparar dos 0 mds genomas {Valadez y Kahi, 2000). Para

amplificar los RFLPs se puede utilizar 1a PCR.

RFLP-PCR

Los RFLPs son causados por mutacicnes del ADN, tales como pérdidas,
inserciones o sustituciones de secuencias o nucledtidos unicos, lo que genera una
ganancia o pérdida de sitios de restriccion, detectados a través de diferencias en
el tamano de los fragmentos homdlogos de restriceian del ADN gendmico total o
un segmento especifico amplificade por PCR. Con el producte amplificado se
realiza una digestion con diferentes enzimas de restriccién. Les fragmentos
resultantes de la digestion son separados por electroforesis, en geles de agarosa
tenidos con bromuro de etidio o con poliacrilamida tefiidos con nitrate de plata
(Karl ef al., 1992).

Los RFLPs generalmente se han utilizado para construir mapas genéticos, para la
clonacién de genes y para ayudar a resolver problemas taxonémicos o

filogenéticos.
ITS (Espacio Transcrito Intergénico def ARN ribosomal 16S-23S3})

Para realizar la identificacién molecular de algunas fitobacterias del género Erwinia
mediante la téenica RFLP-PCR, se ha utilizado el Espacio Transcrito Intergenico
{(de sus siglas en ingles iTS) del ARN ribosomal 16S5-235 (Jensep ef al, 1893).
Los ITS consisten en espacios que se encuentran entre los genes ribosomales
165-23S cuyas secuencias presentan un alto grado de variacion a nivel de género
y especies en procariontes (Barry ef al, 1991). El método mas rapido y certero
para visualizar el polimerfismo de estas regiones inlergénicas es llevar a cabo la
amplificacion de los segmentos mediante PCR, con los iniciadores Gt y L1 que
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son seleccionados por su unidn a secuencias altamente conservadas de los genes
16S y 23S (Figura 4).

165 61 238 5S

Region hipervariable

Figura 4. Esquema representativo de un operén de rRNA, donde se muestran los espacios
intergénicos 165-23 {iTS), asi como los cebadores G1 y L1 utitizados para su amplificacién por
PCR (Tomado de Jensen &f a/,, 1993).

Los espaciadores TSt e ITS2 presentan elevadas tasas de sustitucion.
Consistentes en repeticiones en fandem que se encuentran conservadas a lo largo
de todo un genoma y evolucionan concertadamente, lo que se atribuye a eventos
recombinatorios como entrecruzamiento desigual y conversion génica (Hills y
Dixon, 1991).
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4. PLANTEAMIENTO DEL FPROBLEMA

A partir de [a década de los noventa, la produccion de narde se vio afectada por
problemas fitosanitarios causados principalmente por insectos y microorganismos
cuyos sintomas son pudricion de bulbos y marchitez de hojas. Esta situacion,
representa grandes pérdidas economicas para los productores de nardo, quienes
emplean mas del 50 % de sus ganancias en tratar de contrarrestar esta

problematica.
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5. JUSTIFICACION

En Mexico, la floricultura representa una importante fuente de ingresos a nivel
nacicnal; de acuerdo con los reportes de la CESVEMOR (2009). El Estado de
Morelos cuenta con las condiciones de clima y suelo adecuadas para el cultivo de
nardo, por lo que es uno de los principales productores de! pais. El cultive de
nardo, es una de las actividades agricolas que deja mas derrama econémica para
quienes se dedican a esta actividad; segun la SAGARPA (2010) por cada hectarea
cultivada se alcanzan rendimientos anuales hasta de 4500 gruesas de flores de
corte con precio promedio de $ 100 pesaos por gruesa. Sin embargo, hoy en dia los
rendimientos del cultivo han disminuido debido al mal manejo de problemas
fitesanitarios, entre los que se encuentra la pudricién de bulbos, cuyo agente
causal no se ha diagnosticado en su totalidad. El laboratorio de diagnostico
fitosanitaric FITOLAB (2008) determind a Fusarium sp., come el agente causal de
la pudricién de bulbos de nardo; sin embargo, los sintomas de pudricién también
estan asociados con bacterias fitopatdégenas y hasta hoy nc existen estudios que
lo comprueben. Por lo que en esta investigacion se aislaron y caracterizaren
bacterias a partir de la pudricién de bulbos de narde de Ia zona productora del
Estado de Morelos y con estos resultados se determing el agente causal, con el fin
de planear una estrategia de control bioldgico innovadora, la cual pueda solucionar

los problemas fitosanitarios a los que se enfrenta este importante cultivo,
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5. HIPOTESIS

La pudricién blanda que se presenta en los bulbos de nardo en la regidn
productora del Estado de Morelos se debe a la presencia de bacterias que
producen pectinasas y celulasas que degradan les componentes de la pared
celular, pertenecientes al género Erwinia (Dikeya).
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7. OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar bacterias fitopatégenas a partir de ia pudricién de bulbos de
nardo (P. tuberosa) de la regién productora del Estado de Morelos.

7.1. Objetivos particulares

= Aislar bacterias fitopatdgenas asociadas a la pudricién de bulbos de nardo.

e Caracterizar morfolégicamente, bioguimicamente y coen pruebas de
patogenicidad las bacterias aisladas a partir de la pudricién de bulbos de
narda.

» Determinar molecularmente la presencia de Erwinia sp. mediante 1TS e {TS-
RFLP.
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8. MATERIALES Y METODOS

A partir de bulbos de nardo enfermos colectados en las zaonas productoras del
Municipio de Emiliano Zapata, Morelos, se aislaron bacterias potenciales
causantes de pudricién blanda. A las cepas aisladas se les realizd la prueba de
pectinasas (PEL) y celulasas (CEL). Las positivas a estas pruebas fueron
caracterizadas morfoldgica, bioguimica y molecularmente, mediante las técnicas
de ITS-PCR e ITS-RFLP propuestas por {Jensen ef al, 1993). Para probar su
patogenicidad fueron inoculadas en bulbos de nardo y en haojas de arabidopsis,
violeta africana y lechuga romana.

La metodologia general seguida para alcanzar el cbjetivo general planteado se
presenta en el esquema siguiente:

Toma de muestras i
de dulbes enfarmos en campd

Alsfamento de bactenas en
medio selectivo MS+PGA
Qotencion de | -

CARACTERIZACION

Morfologica

Prusbas de
PELy CEL

Cultivy #n Cragrmanto
medios King's 233~
Moiecular i

ITS-RFELP

PRUEDAS DE
PATOGENICIDAD

N Poisntnes )
Lactuca sativa Aratrdopsts thahana - fubercsa Saintpeuia onantha
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8.1. AREA DE ESTUDIO

El drea de muestreo de este estudio se realizé en parcelas del municipio de
Emilianc Zapata, en el Estado de Morelos, ubicado entre los paralelos 18° 45 y
18° 53" de latitud norte, los meridianos 99° 09" y 99° 13°de longitud oeste; aititud
entre 1000 y 1700m. Colinda al norte con los municipios de Cuernavaca y
Jiutepec; al oeste con los municipios de Yautepec y Tlatizapan; al sur con
Xochitepec; al oeste con Temixco. Ocupa el 1.4 % de la superficie del estado
(INEGI, 2010).

8.1.2 Toma de muestras

La toma de muestras se realizé en parcelas de nardo en plena produccién con
problemas de pudricion de bulbo y los muestreos fueron al azar en dichas

parcelas.
8.2 DIAGNOSTICO DE BACTERIAS

8.2.1 Aislamiento de bacterias fitopatégenas a partir de bulbcs de nardo con

pudricién blanda

Se tomaron quince bulbos de nardo con sintomas aparentes de pudricion blanda.
Los bulbos fueron enjuagados en agua destilada estéril durante 15 min, para
remover los restos de suelo y seleccionar los lugares de analisis. Se colocd 1 g de
tejido de fa zona de avance de la enfermedad en microtubos con 1 mL de agua
destilada estéril, los tubos se mantuvieron en reposo durante 15 min,
posteriormente fueron agitados vigorosamente con un vortex hasta disgregar los
tejidos y se realizaron diluciones 1:10 iniciando desde ia dilucidn 10" hasta ia

dilucién 107,

8.2.2 Siembra, interpretacién de cajas y aislamiento.

De las diluciones se tomaron 100 L que fueron sembrades en placas con medio
minimo M9 {Miller ef al. 1972) (apéndice 1) adicionadc con acido poligalacturénico
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al 0.2 % (PGA) comg fuente de carbono {componente estructural de la pared
cefular de las células vegetales). Las cajas sembradas fueron incubadas a 30°C
durante 72 h; las colonias crecidas fueren diferenciadas con base en su morfologia
y aisladas en medio rico Luria-Bertani (LB), se incubaron a 30°C durante 24 h.

8.3 CRIOCCONSERVACION DE CEPAS

Las cepas aisladas fueron cricconservadas a -80°C en glicerol al 50 % (viv). A
cada una se le asignd una clave (BY) seguida de un nimerc correspondiente al
cepario del la Unidad de Biotecnologia Vegetal, de! Centro de Investigacion y
Asistencia y en Tecnologia y disefic del Estado de Jalisco {CIATEJ).

8.4 CEPAS BACTERIANAS

Para las pruebas bioquimicas, moleculares y pruebas de patogenicidad se

utilizarén cepas testigo {Cuadro 1).

Cuadro 1. Cepas bacterianas de referencia utilizadas en este estudio

CEPA FENQTIPO REFERENCIA
"Erwinia chrysanthemi 3937 Silvestre Dickey (1981)
Enwinia carofovora Ecc71 Silvestre Jones (1901)
outF Mutante del sistema Douet et al. (2009)

de secrecién tipo 1l

Pseudomonas sinringae Silvesire Joardar ef al. (2005)

pv phaseolicola 1448

Eschericia coli MG 1655 Silvestre Cepa de laboratorio
CIATEJ

Bacillus subtilis Silvestre Cepa de laboratorio
CIATEJ

Nota El nombre actual de la bacteria es Dickeya dadantii, en esta tesis se referira come £.
chrysanthemi.
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8.5 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS AISLADAS

8.5.1 Tincién de Gram y prueba de Ryu

A las cepas aisladas se les realiz6 |a tincion de Gram, y la prueba de Ryu de
acuerdo a Fucikovsky (2000). Se utilizaron como testigos B. subtilis (Gram

positiva) y E. chrysanthemi (Gram negativaj.
8.5.2 Pruebas de produccién de pectinasas PEL y celulasas CEL

Las cepas aisladas, fueron sometidas a la prueba de pectinasas PEL y celulasas
CEL para determinar su capacidad de secretar enzimas peptoliticas que son
indispensables en el desarrollo de los sintomas de pudricion bianda, al ser
capaces de hidrolizar los componentes de la lamina media y las paredes celulares

de los vegetales, lo que permite la entrada de |z bacteria al interior de estas.

Se prepararon placas con medio PEL y CEL (apéndice 1), previamente las cepas
aisladas fueron cultivadas durante 48 h en medio M9 adicionado con acido
poligalacturénico 0.2 % (PGA) y en medio rico (LB) por 24 h. Del cultivo saturado
proveniente de ambos medios, se tomo 1 mL en tubos microtubos de 1.5 mL y se
centrifugé a 12,000 rom durante 5 min. El scbrenadante de cada cepa se recuperd
en tubos nuevos, B0 pL se colocarcn en placas con medic PEL y CEL, gue fueron
incubadas a 30°C durante 24 h. Los resuitados de la prueba se visualizaron
después de revelar las placas, en el case del medio PEL fuercn reveladas con una
solucidn de acetato de cobre al 7.5 % durante 2 h y un enjuague con NaCi 1.
Para revelar las placas con medio CEL se utilizé una solucién de rojo Conge 0.2 %
durante 20 min, NaCl 1N por 15 min y HCI 1N por & min (Ching-Hsing, 1989). Los
resultados de la prueba fueron observados 24 h después del revelado. Este mismo

procedimiento se realizé con colonias sobre medic solido.
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8.5.3 Curvas de crecimiento

Para determinar las etapas de crecimiento de las cepas seleccionadas estas
fuercn cultivadas en medio LB y M9+PGA 0.2 % durante toda la noche. A partir del
cultivo saturado proveniente de ambos medios se tomé una alicucta y se ajusté a
una densidad optica de 0.1 en un espectrofotémetro (Eppendor Bio photometer ®),
esta medicion se tomé coma el punto hora cero a partir de este, cada hora se
tomo la lectura de la DOggo del cultivo durante 8 h, finalmente se realizé una

medicion después de 24 h.

8.5.3 Crecimiento en medic King A y King B

Las cepas positivas a las pruebas de PEL fueron crecidas en medio KB (King ef af.
1954) para demostrar la produccién de pioverdina y fluoresceina, también se
crecieron en agar KA (King et al 1854) para la observar la formacién de

piocianina.

8.5.4 Crecimiento a 42°C

Para determinar la respuesta de crecimiento a 42°C, las cepas seleccichadas
junto  con Erwinia chrysanthemi, Pseudomonas sinringae y Eschericia
fueron crecidas en medio rico {LB), medio KA y medio KB (King et al. 1954)

incubandose a 42°C durante 24 h.

8.6 CARACTERIZACION MOLECULAR

8.6.1. Extraccién del ADN genomico

El ADN de las cepas bacterianas aisladas del nardo asi como de Erwinia

chrysanthemi 3937, Erwinia carotovora Ecc71 y Eschericia coli MG 1655 se extrajo
de acuerdo al protocolo propuesto por Rong y Jiang (2008).
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Al ADN exiraide se le determind concentracién y pureza, con una lectura
espectrofotométrica a la longitud de onda 260/280 nm y 260/230 (Eppender Bio
photometer®). Una relacion optima de absorbancia 260/280 nm de la muestra de
ADN es de 1.8 a 2.0, valores mas bajos indican contaminacion con proteinas. Los
valores optimos de absorbancia 260/230 nm de 1a muestra de ADN se encuentran
entre 2.0 a 2.2, si los valeres son inferiores indican la presencia de contaminantes

como acide etilendiaminotetraacético y fenol (Boom et al., 2009).

8.6.2 ITS (165-235) PCR

Las cepas fueron caracterizadas a nivel molecular, mediante el marcador ITS 16S3-
2385, con las técnicas de ITS-PCR e ITS —RFLP. Coma controles se utilizd ADN de
las cepas Erwinia chrysanthemi 3937, Erwinia carotovora Ecc71 y Eschericia coli
MG1655. Para la ampiificacion de la region ITS 16S-23 se emplearon los
cebadores G1 (GAAGTCGTAACAAGG) y L1 (CAAGGCATCCACCGT) descritos
por Jensen et af. (1993). La amplificacién del ADN se desarrollé en una reaccién
de 25 uL conteniendo 0.5 pM de cada cebador, 0.2 mM dNTP, 1X de amortiguador
10X, MgCl; 1.5 mM, Taq polimerasa 25 U y 10 ng de ADN molde
(concentraciones propuestas por Invitrogen®). La PCR se llevé a cabo con un
programa que consistié en desnaturalizacién inicial de 94°C durante 1 min,
seguide de 25 ciclos a 94°C durante 1 min, 55°C 7 min y 72°C por 2 min, con una
extension final de 72°C durante 2 min, en un termociclador (Techine®, TC-412).
Una alicuota de 10 pL de la reaccidn fue analizada por electroforesis en un gel de
agarosa a 1.2 % a 90 V por 90 mint en buffer TBE. Se utilizd el marcador molecular
1 Kb plus Invitrogen®. El gel se tifié con bromuro de etidio y fue fotografiado en un
transiiuminador Gel Doc XR (Invitrogen®). Los tamarfios de las bandas fueron
analizados con el programa Quantity one (Invitrogen® y comparados con el
esquema propueste por Toth ef af. (2001). Los dates fueron analizados mediante
las técnicas estadisticas de Analisis de Componentes Principales (ACP) y Analisis

de Conglomerados mediante el método de promedio de grupo (AC).
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8.8.3 Purificacion del ADN amplificado por PCR

La reaccién de PCR de cada cepa fue purificada con el kit comercial Wizard®

(Promega®).

8.6.4 ITS-RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

A [os productos obtenidos en la PCR de cada aislamieto se les realizarén
digestiones independientes con [as enzimas de restriccién Rsal y Cfol (Hha 1}
(Roche®). La reaccion se realizé en un volumen de 200 pL y consistié en 10 ng del
DNA obtenido en la PCR de cada aislamiento, 1 X de amortiguador 10X, 2 U por
cada enzima y 92 pyL de Ho0O, el volumen total se dividid en tubos con 25 pL. Los
tubos con la mezcla se colocaron en bafio maria a 37°C durante 2 h. La
inactivacién de las enzimas se realizé a 65°C durante 15 min. Posteriormente,
para comprobar los patrones de bandas generades por las enzimas de restriccion,
una alicuota de 10 pl fue analizada en un gel de agarosa al 2% a 90 V por 80 min
en amortiguador TAE. Se utilizé el marcador molecular 1 Kb plus (Invitrogen®). El
gel se tino con bromuro de etidio en agitacién. Después de 10 min se enjuagd con
agua corriente por 5 min. Los geles se fotografiaron en un transiluminador Gel Doc
XR (Invitrogen®). Los tamafios de las bandas generadas por las enzimas fueron
analizados en el programa Quantity one (Invittogen®) y comparados con el
esquema propuesto por Toth ef al. (2001). Los datos obtenidos con 1a digestién de
la enzima Cfof fueron analizados mediante las técnicas estadisticas de ACP y AC.

8.7 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD
8.7.1 Patogenicidad en diferentes hospederos
La patogenicidad de algunas cepas fue probada en seis hojas de lechuga romana,

en hojas de ocho plantas jévenes de violeta africana y en 15 plantas de
arabidopsis. Como control positivo se utilizd 1a bacteria E. chrysanthemi, el controi
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negativo se inoculé con el mutante outF. El indculo se obtuvo de un cuitive
saturado en medio rico (LB) durante 48 h a 30°C, las colonias cultivadas en las
placas fueron resuspendidas en 1 mL de buffer fosfato 50 mM pH 7. El indcule se
colocod sobre una hoja a la cual se le realizd una herida con una aguja estéril. Las
hojas de violeta africana y arabidopsis se inocularon con una suspensién 4.5x10°
UFC/mL ajustada en un espectrofotometro (Eppendor Bio-photometer®). Las hojas
de lechuga romana se inocularon con colonias completas que fueron depositadas
directamente sobre una herida provocada por un palillo estéril. Posteriormente las
plantas infectadas fueron colocadas en una camara hameda a 26-28 °C y 100 %
humedad relativa. Las plantas se cbservaron diariamente por 15 d comparandose
con los controles. Para realizar la medicion de los sintomas se tomé la escala

propuesta por Rincén-Enriquez ef al. (2008).

8.7.2 Patogenicidad en buibos de nardo.

Se usaron seis bulbos de nardo sanos para cada cepa, los cuales fueron
desinfestados con hipoclorito de sodio al 1.5 % durante 15 min, seguidos de tres
enjuagues con agua destilada estéril durante 5 min. A los bulbos se le ocasiono
una pequefia herida en su parte central mediante un bisturl estéril. El indculo se
cbtuvdé como se describe en las pruebas de patogenicidad para diferentes
hospederocs. Sobre la herida central de nardo se inocularon con una solucién
bacteriana 4.5x 10° UFC/mL ajustada en un espectrofotémetro (Eppendor Bio
photometer®). El lugar del inoculo fue cubierte con parafilm. Posteriormente fueron
colocados en cajas de Petri con una base de papel filiro himeda asimismo cada
caja se coloco dentro de un recipiente de plastico el cual funciond como camara
himeda, se mantuvo a una temperatura de 28-30°C y 100 % humedad relativa.
Como testigo positivo se utilizd E. chrysanthemi, como testigo negativo se utilizd
buffer fosfato, ambos se mantuvieron bajo las mismas condiciones. El desarrollo
de los sintomas se observd durante 20 d. La bacteria fue reaislada en medio LB a
partir de tejido cercano a las dreas infectadas para confirmar los postulados de
Koch (Fucikovsky 2000).
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9. RESULTADOS

A partir de bulbos de nardo con sintomas de pudricion blanda colectados en e
municipio de Emiliano Zapata Mcrelos, se aislaron catorce cepas bacterianas
sobre placas de medio M9 adicionado con PGA 0.2 %. Seis de estas cepas
resultaron positivas a la reaccion de Gram. De acuerdo a las pruebas de PEL y
CEL solo cinco de las catorce cepas aisiadas inicialmente (BV145, BV148, BV152,
BV151 y BV157) tienen [a capacidad de producir enzimas pectoliticas y celulasas
que son necesarias para provocar pudricion blanda en plantas. Estas cepas,
fueron seleccionadas para caracterizarlas merfologica, molecular y con pruebas de
patogenicidad. Por otro lade las cepas BV148, BV151 y BV 157 crecieron en medio
KB produciendo fluorescencia bajo luz UV, ademas de presentar una coloracion
azul verdosa en medio KA y crecer a 42°C. El andlisis molecular utilizando ITS-
PCR e ITS-RFLP mostré que ninguna de las cepas aisladas pertenece al género
Erwinia (Dikeya) y por otro lado gue las cepas BV149, BV151 y BV157 es la
misma bacteria. Las pruebas de patogenicidad en hojas de arabidopsis, violeta
africana, lechuga romana y bulbos de nardo evidenciaron la patogenicidad de la
cepa BV157 y [a incapacidad de BV145 y BV15Z2 de provocar sintomas de

pudricién blanda.
9.1 TOMA DE MUESTRAS

De los muestreos realizados en parcelas del municipio de Emiliano Zapata,
Mecrelos se ocbtuvieron un total de 30 bulbos de nardo con pudricion bianda
causada por bacterias. Los sintomas observados en campo fueron bulbos con

zonas acuosas, maceracion y colapse de tejido infectado de color café obscuro.
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8.2 DIAGNOSTICO DE BACTERIAS
§.2.1 Aislamiento de bacterias a partir de bulbos de nardo con pudricién blanda

De las 30 muestras colectadas de bulbos, en una parte (quince) de ellas se
aislaron cofonias bacterianas en medio minimo M9 (Miller ef al., 1972) (apéndice
1) adicionrado 0.2 % de PGA como fuente de carbono. Un total, de catorce
colonias de morfologia constante tuvieron crecimiento en este medio,
posteriormente fueron reaislada varias veces hasta lograr su purificacién sobre

placas de medio LB. Finaimente se purificaron catorce cepas {(Cuadro 2).

Cuadre 2. Cepas aisladas a partir de bulbos de narde enfermos provenientes del municipio de

Emiliano Zapata, Morelos.

CEPAS AISLADAS EN MEDIO M9 LCCALIDAD
BvV144 Emiliano Zapata
Bv145 Emiliano Zapata
BvV146 Emiliano Zapata
Bv147 Emilianc Zapata
BV148 Emiliano Zapata
BvV149 Emiliano Zapata
BV150 Emiliano Zapata
BV151 Emiliano Zapata
Bv152 Emiliano Zapata
BV153 Emiliano Zapata
BvV154 Emiliano Zapata
BV155 Emiliano Zapata
BvV156 Emiliano Zapata
Bv157 Emiliano Zapata

BV: Clave corresponciente al cepario del Laboratorio de Bictecnclogia Vegetal CIATE.
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9.3. CARACTERIZACION DE LLAS CEPAS AISLADAS
9.3.1 Tincién de Gram y prueba de Ryu

L.a prueba de Gram realizada a las catorce cepas aisladas de bulbos enfermos y
cultivadas en medio M9+PGA 0.2 % mostré gue seis de ellas eran Gram (+)
mientras que 8 resultaron ser Gram (-}. Los resultados de la tincién de Gram
fueron confirmados con la prueba de Ryu que permite diferenciar bacterias Gram
positivas y Gram negativas mediante la aplicacidén de una solucion de KOH 3 %

que actla produciendo la lisis de ia bacteria (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados de la tincién de Gram y prueba de Ryu de las cepas cultivadas en medio
Ma+PGA 0.2 %.
Cepa Tincién de Gram Prueba de Ryu

BV144 + +
Bv145 + +
BV146 - -
BvV147 - -
BY148 - -
BV149 - -
BV150 + +
BV151 - -
Bv152 - -
BV153 + +
BV154 + +
BV155 + +
BV156 - -
BvV157 - -

+ = Positiva - = Negativa

37



5.3.2 Pruebas de pectinasas PEL y celulasas CEL

Crecimiento a partir de medio rico (LB)

Comec se observa en el Cuadro 4, los sobrenadantes de un culiivo de toda la
noche de las cepas BV145, BV149, BV152, BV151 y BV157 cultivadas en medio
LE presentaron un halo de actividad CEL con diferente diametro similar al que
generd el testige positive E. chrysantherni por lo que se consideraron positivas a
esta prueba (produccioén de celulasas). Ninguna de las cepas crecidas bajo estas
condiciones fue positiva para la prueba PEL.

Las pruebas PEL y CEL que se realizaron a partir de colonias completas

generaron los mismos resultados.
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Cuadro 4. Pruebas de produccion de pectinasas PEL y celulasas CEL a partir de medio rico (LB)

CEPA Crecimiento Produccion de enzimas peptoliticas
bacteriano de PEL @ CEL 2
toda la noche
OD6OO
BV144 6.28 - - - -
BvV145 6.84 - - + 1.8cm
BV146 7.16 - - - -
BV147 8.51 - - - -
Bv148 0.08 - - - -
BvV149 3.37 - - + 2cm
B8VvV150 6.86 - - - -
BV151 3.90 - - + 2.5¢cm
BV152 §.64 - - + 1.8 cm
BV153 2.33 - - - -
BV154 2.22 - - - -
BV155 6.80 - - - -
BV156 6.53 - - - -
BvV157 4.58 - - + 25¢cm
E. chrysanthemi 5.24 + 1.5 ¢cm + 1.5cm
E. coli MG1655 7.37 - - - -

@= didmetro del halo de actividad. (~) = Negativo {(+) = Positivo DO ¢ = densidad optica a 600 nm

Crecimiento a partir de medio M9 + PGA 0.2 %

Las cepas BV145, BV149, BV151, BV152 y BV157, presentaron un halo de
actividad PEL. Para la prueba de CEL (produccién celulasas) las cepas BV145,
BV146, BV147, BV149, BV151, BV152, BV156, BV157 fueron positivas (Cuadro
5).Las pruebas PEL y CEL que se realizaron a partir de colonias completas

generaron los mismos resultados.
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Cuadro 5. Pruebas de produccién de pectinasas PEL y cejulasas CEL a partir, medio minimo (M9 +

PGA 2%) a las 48 h de crecimiento.

CEPA Crecimiento Produccion de enzimas pegtoliticas
bacteriano de PEL @ CEL o]
toda la noche

DG s00
BvV144 418 - - - -
Bv145 3.3¢9 + 1.5¢cm + 1.9cm
BvV146 0.72 - - + 2cm
Bv147 0.66 - - + 1.9 cm
Bv148 0.4 - - - -
BvV149 0.60 + 2.1cm + 2em
BvV150 0.29 - - - -
BV151 0.36 + 1.4 cm + 1.5¢cm
BvV152 0 .66 + 1.4 cm + 1.4 cm
BV153 0.24 - - - -
BvV154 0.14 - - - -
BV155 - - - - -
BV156 1.01 - - + 1.8 cm
BvV157 0.85 + 2cm + 2cm
E. chrysanthemi 5.24 + 25cm + 1.5cm
E. coli MG1655 7.37 - - - -

¢= didmetro del halo de actividad. (=) = Negativo (+) = Positivo DO g = densidad 6ptica a 600 nm

Bajo las condiciones de ambos medios de cultivo (LB y M9 PGA 0.2 %) las cepas
BV145, BV149, BV151, BV152 y BV157 fueron positivas a la prueba de CEL y solo
a partir de medio MS + PGA 0.2 % fueron positivas a ia prueba PEL, mientras que
E. chrysanthemi (testigo positivo) fue positiva a las pruebas de PEL y CEL, al
utilizar sobrenadantes de cultivos de toda la noche en medio LB y M9.

Tomando en cuenta estos antecedentes, las cepas BV145, BV149, BV151, BV152
y BV157, fueron seleccionadas para tipificarlas morfologicamente, molecularmente
¥ con pruebas de patogenicidad.
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9.3.3 Morfologia colonial de las cepas seleccionadas

La morfologia de las colonias se cbservd en placas de medio LB (Cuadre 6). Las
colonias de las cepas BV148, BV151 y BV157 presentaron morfologia similar. E!
cultivo de estas bacterias en medio liquido LB durante 24 horas a 200 rpm

presento un color verde-azulado que desaparecio al mantener el cultivo en reposo.

Cuadro 8. Morfoiogia de las colonias bacterianas seleccionadas ¢recidas en medic LB.

Cepa Forma Borde  Elevacién Textura Color Olor
Bv145 Circular Entero  Covexa Lisa Amaritlo Fétide
BV149  lrregular Dentado  Plana Lisa Verde—-azulado Uva
BvV1i51 frreqular Dentado  Plana Lisa Verde—azulado Uva
Bv152 Circular Entero  Covexa Lisa Blanco Fétido

BV157  Irregular Dentado  Plana Lisa Verde—azulado Uva

9.3.4 Curvas de crecimiento

Como lo muestra la Figura 5 a partir de medio LB ninguna de las cepas
seleccionadas presenta un crecimiento similar al de E. chrysanthemi, que llega a
su etapa logaritmica a las 2 h después de haber sido inoculada. Por otro lado
después de 24 h las cepas BV145, BV152 y BV157 presentan un crecimiento
mayor al de E. chrysanthemi. La curva de crecimiento de las cepas BV148, BV151
y BV157 es similar. Por su parte en medio M3+PGA 0.2 % el crecimiento de £E.
chrysanthemi después de 24 h es diferente al de las cepas seleccionadas, en este
medio también se confirma que las cepas BV148, BV151 y BV157 tienen una

curva de crecimiento similar.

41



—e—Ech ——BV145
—=-BV152 ——BV157

-
o

O
o
N

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (horas)

Crecimiento bacteriano
(ODgyo)

Figura 5. Curvas de crecimiento de las cepas E. chrysanthemi, BV145, BV152 y BV157 en medio
LB.
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Figura 6. Curvas de crecimiento de las cepas E. chrysanthemi, BV145, BV152 y BV157 en medio
MO+PGA 0.2%.
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9.3.5 Crecimiento en medio King A y King B

Debido a la coloracién azul-verdosa que presentaron las cepas BV149, BV151 y
BV157 al crecer en medio LB, se implementd la prueha de produccion de
pigmentos sobre los medios King A (KA) y King B (KB) ademas del crecimiento a
42°C. Ambos medios fueron propuestos por King et al. (1954) para el aislamiento,
la deteccion y diferenciacién de especies de Pseudomonas.

El objetivo del cultivo de bacterias en medio KA fue para determinar ia produccion
de piccianina, un pigmento sintetizado por especies de Pseudomonas bajo ciertas
condiciones desfavorables de crecimiento (Abalos et al, 2004). Dos de los
componentes del medic KA (apéndice 1) las sales de magnesio y potasio
estimulan la produccién de piocianina y piorrubina e inhiben la fluresceina (King ef
al., 1954).

Con el crecimiento de bacterias en medio KB, se determiné la produccion de
fluresceina (pioverdina) un pigmento amarillo verde que presenta fluorescencia
bajo luz ultravicleta en algunas cepas de Pseudomonas. La fluoresceina se
estimula por una alta concentracion de fosfore que es proporcionada por la
peptona junto con el fosfato dibasico {componentes del medio), impidiendo la
formacién de piocianina, ademas el sulfato de magnesio aporta los cationes

necesarios para la produccién de pioverdina (King et af., 1954).

Comc se abserva en el Cuadro 7, las cepas BV145 y BV152 no tuvieron
crecimiento en ninguno de los medios King's, mientras que las cepas BV149,
BV151 y BV157 crecieron en medic KA a una temperatura de 42°C produciendo
una coloracién azul-verdosa. Ademds de que fueron capaces de crecer en medio
KB y producir fluorescencia bajo luz UV, ninguna de las cepas bacterianas testigo
presentd una morfologia similar a la de las cepas BV149, BV151 y BV157 entre las

cuales existe una gran similitud,
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Cuadro 7. Caracteristicas merfoldgicas de cepas bacterianas en los medios King A y King B.

Cepa Crecimiento en medio  Crecimiento en medio  Crecimiento
King A King B 42°C
BV145 - - -
BV149 + +F +
BV151 + +F .
BvV152 - - -
BV157 + +F .
E. chrysanthemi - + -
E. coli MG1655 + + +
P. sinfingae + +F .

+= Crecimiento; F= fluorescencia; - = No crecimiento.
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9.4 CARACTERIZACION MOLECULAR
9.4.1 Extraceién del ADN genémico

La medicidn espectrofotométrica realizada al ADN extraido determiné que el 50 %
de las cepas, tuvieron una concentracién de ADN mayor a 45 ng/uL. De la relacion
260/280 se obtuvo que la mayor parte de las cepas tuvieron valores entre 1.8 y
2.0, por lo que el ADN se extrajo en un dptimo de pureza. Respecto a ia relacién
260/230 se obtuvo que todos los valores de las muestras de ADN estuvieron por
debajo del intervalo de 2.0-2.2 por lo que probablemente indican contaminacion
secundaria a causa de la presencia de algun compuesto como el fenol, el cual fue
utilizado en el protocolo de extraccion como se observa en ef Cuadro 8 (Boom et
al., 2009).

Cuadro 8. Caracteristicas de pureza del ADN utilizade en este estudic.

Muestra cepa Concentracién (ng/ul)  Relacion 260/280 Relacion 260/230

E. coli 49.9 207 0.66
E. chrysanthemi 49.4 1.91 0.25
E. carofovora 32.9 1.87 0.16
Bv145 25.8 1.85 0.59
Bv149 60.1 1.81 0.30
BvV151 33.2 1.85 0.07
Bv152 38.7 1.92 0.1
BV157 62.4 1.89 0.18
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9.4.2 Amplificacion de la region ITS 16S-23S

Los tamarios de los fragmentos fueron analizados en el programa Quantity one
(Invitrogen®). En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos de la
amplificacion de fragmentos de ADN (ITS) correspondientes a las cepas aisladas y
testigos. E. coli MG1655 (carril 2) generd dos bandas de aproximadamente 450 y
620 pb, E. chrysanthemi 3937 (carril 3) presenté una banda de 450 pb y una
mayor de aproximadamente 600 pb, E. carotovora Ecc71 (carril 4) generé dos
productos de 250 y 450 pb, la cepa BV145 (carril 5) present6 una banda de 450 y
una mas de 530 pb, las cepas BV149, BV151, y BV157 (carriles 6, 7, 9)
presentaron una sola banda de tamafo uniforme que se observa es de entre 550

pb, por dltimo la cepa BV152 (carrii 8) presenté cuatro bandas de
aproximadamente 280, 400, 450 y 550 pb.

Figura 7. ITS-RFLP-PCR de cepas testigo y aisladas de nardo. Carril 1 marcador molecular 1 Kb
plus Invitrogen, carril 2 E. coli MG1655, carril 3 E. chrysanthemi 3937, carril 4 E. carotovora Ecc71,
carril 5 BV145, carril 6 BV149, carril 7 BV151, carril 8 BV152 y carril 9 BV157.
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9.4.3 Analisis estadisticos con base en los datos ITS 165-238

El tamafio de los fragmentos de la amplificacion de la region ITS 165-23S de cada
una de las cepas seleccionadas y testigo fue comparado mediante las técnicas
ACP y AC mediante el método de promedio de grupo, con el objetivo de sintetizar
la informacién y de esta manera determinar la similaridad existente entre las cepas
analizadas y con el fin de agruparlas en conjuntos homogéneos. El ACP de las
cepas bacterianas con base en los datos ITS 165-23S (76 % de variacion total
explicada con los dos primeros componentes principales), mostré que las cepas
BvV149, BV151 y BV157 son similares, ya que todas se agrupan en un mismo
punto, ademas, estas a su vez tienen una cercania con E. chrysanthemi, asimismo
la cepa E. carotovora y BV152 coinciden en un mismo punto, por su parte E£. coli y
BV145 tienden a separarse del resto de las cepas (Figura 8). Por otro lado el AC
mediante el metodo de promedio de grupo se presenta de manera grafica
mediante un dendograma en el cual se observa un agrupamiento similar al

descrito anteriormente para el ACP (Figura 9).
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Figura 8. Andlisis de componentes principales de cepas bacterianas con base en los datos ITS
165-23S (CP1 y CP2 explican el 76% de variacidn total).
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Figura 9. Analisis de conglomerados mediante el método del promedio de grupo de cepas

bacterianas con base en los datos ITS 16S-23S.
9.4.4 ITS-RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

La enzima Rsal en el ADN de la cepa E. coli MG1655 realiz6 una digestion parcial
del ITS 16S-23S al cortar solamente la banda de 620 pb y generar dos bandas de
aproximadamente 350 y 290 pb (carril 2). Por su parte para E. chrysanthemi 3937
(carril 3) y E. carotovora (carril 4) la enzima no generé ningin patrén de
restriccion. Para la cepa BV145 (carril 5) la enzima digirié la banda de 530 pb y
genero dos bandas de 350 y 190 pb. En las cepas BV149, BV151, BV152 y BV157

(carriles 6, 7, 8, 9) no generd patrones de restriccion (Figura 10).
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ariac

Figura 10. Digestion del ITS con la enzima Rsal para las cepas testigo y aislamientos de nardo.
Carril 1 marcador molecular 1 Kb plus Invitrogen, carril 2 E. coli MG1655, carril 3 E. chrysanthemi
3937, carril 4 E. carotovora Ecc71, carril 5 BV145, carril 6 BV149, carril 7 BV151, carril 8 BV152 y

carril 9 BV157.

La enzima Cfol realizé una digestion parcial en el ADN de la cepa E. coli MG1655
al cortar solamente la banda de 600 pb, generd tres bandas de aproximadamente
120, 160 y 290 pb (carril 2). En E. chrysanthemi 3937 |la enzima solamente corto la
banda de 600 pb generando tres fragmentos de 120, 160 y 280 pb
aproximadamente (carril 3). En E. carofovora la enzima corté la banda de 450 pb
generando tres bandas de 115 170 y 190 pb (carril 4). Por su parte en la cepa
BV145 la enzima genero6 tres bandas de 130, 160 y 240 pb, por lo que solo corté la
banda de 530 pb (carril 5). Por otro lado la enzima también realizé una digestién
parcial en la cepa BV152 (carril 8) cortando las bandas de 280 y 400 pb se
generaron cuatro bandas de 80, 150, 290 y 300 pb. En las cepas BV149, BV151 y
BV157 la enzima generd patrones de restriccion de 80, 120, 150 y 200 pb (Figura
11).
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Figura 11. Digestion del ITS con la enzima Cfol para las cepas testigo y aisladas de nardo. Carril 1
marcador molecular 1 Kb plus Invitrogen, carril 2 E. coli MG1655, carril 3 E. chrysanthemi 3937,
carril 4 E. carotovora Ecc71, carril 5 BV145, carmil 6 BV149, carril 7 BV151, carril 8 BV152 y carril 9

BV157.

9.4.5 Analisis estadisticos con base en los datos ITS 16S-23S RFLP (Cfol)

El ACP y AC mediante el método de promedio de grupo se realizo utilizando el
mayor numero de datos proporcionados por el ITS 16S-23S RFLP con la enzima
Cfol. Los resultados del ACP (Figura 12) mostraron que las cepas BV149, BV151
y BV157 coinciden en un mismo punto de la grafica con ello se muestra la fuerte
similaridad que existe entre ellas, por otra parte las demas cepas analizadas se
encontraron en puntos diferentes, las cepas mas cercanas al punto de las cepas
antes mencionadas son E. carotovora y E. chrysanthemi. Con los resultados del
AC (Figura 13) se observé que las cepas BV149, BV151 y BV157 estan agrupadas
en un mismo nodo y tienen una cercania relativa con E. carofovora y E.
chrysanthemi, mientras que E. coli y BV152 se agrupan, por su parte BV145 se

aleja del resto de las cepas.
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Figura 12. Analisis de componentes principales de cepas bacterianas con base en los
datos ITS 16S-23S RFLP (Cfol) (CP1 y CP2 explican un 65 % de variacion total).
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Figura 13. Analisis de conglomerados mediante el método del promedio de grupo de
cepas bacterianas con base en los datos ITS 16S-23S RFLP (Cfo/).
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Los resultades obtenidos en las pruebas moleculares (ITS-PCR e ITS RFLP) y
analisis estadisticos (ACP y AC) sugieren que ninguna de ias bacterias aisladas a
partir de las muestras de bulbos enfermes pertenece al género Erwinia (Dykeya).
For otra parte se obtiene que las cepas BV149, BV151 y BV157 son de la misma
especie, lo cual también es sustentado por la caracterizacion bioquimica vy

morfolégica.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, para las pruebas de patogenicidad en
bulbos de nardo y hojas de arabidopsis, vicleta africana y lechuga romana, se
emplearan solamente las cepas BV157, BV145 y BV152, ademas de los testigos

positivos y negativos.

9.5 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD
9.5.1 Pruebas de patogenicidad en arabidopsis

El desarrcllo de los sintomas de pudricion blanda en hojas de arabidopsis, se
evalud con base en la siguiente escala de medicidn: sintoma 0 sin maceracion,
sintoma 1 maceracién en el punte de incculacién, 2 maceracién sobre Ia
nervadura central, sintoma 3 maceracién sobrepasando la nervadura central,
sintoma 4 maceracion de [a hoja entera (Figura 14). El seguimiento de los

sintomas se realizé durante 11 d.
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Figura 14. Escala de medicién para evaluar el desarrollo de los sintomas de la pudricién blanda por
efecto de las cepas BV145, BV152 y BV157en hojas de Arabidopsis (Tomado de Rincon-Enriquez
et al., 208).

Los resultados del avance de la infeccion en hojas de Arabidopsis, fueron
graficados para cada una de las cepas inoculadas (BV145, BV152 y BV1 57) con el

objetivo de mostrar la evolucién de los sintomas.

Alos 11 d después de la inoculacién (DDI) el 40 % de las hojas infectadas con la
cepa BV145 presentaron maceracién sobrepasando la nervadura central (sintoma
3) mientras que en el resto (60 %) la maceracién se extendio al limite de [a
nervadura (sintoma 2), (Figura 15). Por su parte los sintomas de pudricién en las
hojas infectadas con Ia cepa BV152 iniciaron a partir del dia 5 DDI, el 5 % de las
hojas inoculadas entraron en sintoma 2, finalmente 11 DDl el 5 % de las hojas
entro en sintoma 3, 5 % presentado sintoma 4 y el resto 90 % presentaron

sintoma 2 (Figura 16).
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Figura 15. Desarrollo de los sintomas de la pudricion blanda por efecto de la cepa BV145 en
plantas de arabidopsis 11 DDI.
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Figura 16. Desarrollo de los sintomas de pudricién blanda por efecto de la cepa BV152 en plantas
de arabidopsis 11 DDI.

Los primeros sintomas de pudricion en las hojas infectadas con la cepa BV157 se
presentaron en el dia 2 DDI con la apariciéon de maceracién en el punto de
inoculacion (sintoma 1) esto ocurrié en el 35 % de las hojas infectadas, 5 DDI, en
el 40 % de las hojas inoculadas la pudricion blanda sobrepaso la nervadura central
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(sintoma 3). Finalmente después de 11 DDI el 70 % de las hojas se maceraron

completamente (sintoma 4), 10% se mantuvieron en sintoma 2 y el 20 %

presentaron sintoma 3 (Figura 17).
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Figura 17. Desarrollo de los sintomas de pudricién blanda por efecto de la cepa BV157 en plantas
de arabidopsis 11 DDI.

El 5 % de las hojas inoculadas con E. chrysanthemi (control positivo) presentaron

maceracion sobre la vena central desde el dia 1 DD, a partir del segundo dia,

practicamente el 40 % de las hojas tuvieron una maceracion completa (sintoma 4).
Para el dia 7 DDI el 100 % de las hojas infectadas se maceraron (Figura 18).
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Figura 18 Desarrollo de los sintomas de pudricion blanda por efecto de la cepa E. chrysanthemi en

plantas de arabidopsis 11 DDI.

El mutante del sistema de secrecién tipo Il outF utilizado como testigo negativo fue
capaz de provocar sintomas de pudricion (Figura 19) por lo que su empleo como
testigo (-) no tuvo gran relevancia, el 20 % de las hojas infectadas presentaron
sintoma 4 después de 13 d de la inoculacion. Esto se debe a que probablemente
E. chrysanthemi pueda utilizar una conexion alternativa a la proteina outf entre el
regulador y el sistema se secrecion tipo Il. Es decir que otra proteina del sistema
pueda realizar parcialmente el papel que desempefia outF, como ha ocurrido en
Pseudoalteromonas tunicate donde se han observado transportadores alternativos
(Evans et al., 2007)
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Figura 19. Desarrollo de los sintomas provocados por la cepa outF. Aunque se utilizé como testigo
negativo el 20 % de las hojas presentaron sintoma 4 después de 11 DDI.
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De las cepas aisladas apartr de bulbos de nardo, BV157 causd mayor
patogenicidad en hojas de arabidopsis con respecto al porcentaje de hojas
maceradas 11 DDI y considerando la maceracion provocada por E. chrysanthemi,
seguida de BV152 y BV145 que no fue capaz de provocar sintoma 4.

9.5.2 Pruebas de patogenicidad en violeta africana

La patogenicidad de las cepas aisladas BV145, BV152 y BV157 fue probada en
hojas de violeta africana con el objetivo de determinar su capacidad para infectar

hospederos diferentes del que fueron aisladas inicialmente.

El desarrollo de los sintomas en hojas de violeta africana se evalué con base en la
siguiente escala de medicién: sintoma 0 sin maceracién, sintoma 1 maceracién en
el punto de inoculacién, 2 maceracién sobre la nervadura central, sintoma 3

maceracion sobrepasando la nervadura central, sintoma 4 maceracién de la hoja

entera (Figura 20). El seguimiento de los sintomas se realizé durante 13 d.

= 1

\
Sintoma 0 Sintoma 1 Sintorma 2 Sintoma 3 Sintoma 4

Figura 20. Escala de medicién para evaluar el desarrollo de los sintomas de la pudricién blanda por
efecto de las cepas BV145, BV152 y BV157en hojas de violeta africana.

Todas las cepas aisladas y probadas (BV145, BV152 y BV157) sélo provocarén
reaccion de hipersensibilidad en hojas de violeta africana como lo muestra el
ejemplo de la cepa BV157 (Figura 21), que necroso el tejido donde se coloco el

indculo, esta respuesta fue evidente con la aparicién de un sintoma tipo 2. La cepa
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mutante outF que se utilizé como testigo negativo también provoco una respuesta
similar (Figura 22). EI 20 % hojas inoculadas con E. chrysanthemi se maceraron 2
d después de la inoculacion, mientras que practicamente después de 13 d de la
infeccion el 95 % de las hojas infectadas se colapsaron, lo cual demuestra que

esta cepa tiene una alta virulencia sobre violeta africana (Figura 23).
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Figura 21. Desarrollo de los sintomas provocados por la cepa BV157 en hojas de violeta africana.
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Figura 22. Desarrollo de los sintomas provocados por la cepa outF en hojas de violeta africana.
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Figura 23. Desarrollo de los sintomas de pudricion blanda provocados por E. chrysanthemi en

hojas de violeta africana.
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9.5.3 Pruebas de patogenicidad en lechuga romana

Las hojas de lechuga romana que se inocularon con colonias completas de BV145
y BV152 no presentaron lesiones. Los sintomas en las hojas infectadas con la
cepa BV157 iniciaron 2 DDI como manchas acuosas de color café oscuro (Figura
25). La infeccion se presenté en un ambiente de alta humedad, esta condicién
facilité que se extendiera rapidamente sobre toda la hoja, la cual 8 DDI adquirié un

color café oscuro y un fuerte olor a uvas (Figura 27).

A

Sitio de inoculacién

Figura 24. Sitio de inoculacién de bacterias a partir de colonias sobre hojas de lechuga romana.
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Figura 25. Sintomas de pudricién blanda provocados por la cepa BV157 en hojas de lechuga
romana 2 DDI.

Como se observa en la Figura 25, los sintomas ocasionados por la cepa BV157 2
DDI afectaron el tejido circundante al sitio de infeccidn, provocando una pudricién

de tipo acuoso y con ello el aumento de |a herida inicial.

Figura 26. Desarrollo de los sintomas provocados por la cepa BV157 5 DDI bajo dos perspectivas
de la hoja, haz (izquierda) y envés (derecha).

S DDl la pudricién semi-acuosa se extendié sobre los tejidos inmediatos al sitio de

inoculacién, presentando zonas de color blanquecino y sitios en donde el tejido
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adquirié un color negro que permitié localizar el avance de la pudricién, la cual se

aprecid sobre el haz y el envés de la hoja infectada (Figura 26).

8 DDl la infeccion se expandié sobre el borde de |a hoja provocando un cambio en
el color y consistencia del tejido infectado (Figura 27). Aunque la herida de |a hoja
aumentd su tamafio al término de 8 d, la infeccién no logré traspasar
completamente el tejido. En cambio en el sitio donde alcanzé su maximo estadio

se observé una fina capa de tejido que marcé el avance de la enfermedad.

La cepa de E. chrysanthemi 8 DDI no provocd sintomas de pudricién en ninguna

de las seis hojas infectadas.

Tejido necrosado

Figura 27. Desarrollo de los sintomas de pudricién blanda en hojas de lechuga romana provocados
por la cepa BV157 8 DDI
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9.6 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD EN BULBOS DE NARDO

Los bulbos de nardo infectados con las cepas BV145 y BV152 no provocaron

ninglin sintoma de pudricién blanda 20 DDI.

Figura 28. Bulbos de nardo infectados con las cepas seleccionadas (BV145, BV152, BV157).

5 DDl los nardos infectados con la cepa BV157 presentaron manchas acuosas en
el lugar de la inoculacién y en toda el area donde la solucion bacteriana tuvo

contacto con el tejido (Figura 29).
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Figura 29. Sintomas de pudricién en bulbos de nardo provocados por la cepa BV157 5 DDI. Los
sintomas se observaron con el cambio en la consistencia y color del tejido infectado.

La cubierta plastica que se coloco sobre los nardos infectados y las condiciones
de humedad de las camaras (Figura 28) crearon un microambiente que permitié a
la infeccion avanzar sobre la parte contraria al lugar donde se inoculé lo que
sugiere que la cepa BV157 probablemente tiene la capacidad de desplazamiento
inter e intracelular. Esta zona del bulbo, 10 DDI present6 pudricién semi-acuosas
sobre los primeros brotes de hojas, ademéas de lugares con tejido necrosado y
zonas blanquecinas que se tornaron de un color café obscuro. Con el cambio de
color en el tejido se observd la intensidad de los sintomas. El tejido infectado
mostré una consistencia blanda y extremadamente acuosa dando la impresion de
que el tejido estuviera secretando algin compuesto a consecuencia de la

podredumbre (Figura 30).



udriciéon semi-acuosa
Tejido necrosado

Desarrollo de la infeccion

10 DDI

Figura 30. Desarrollo de los sintomas de pudricion en bulbos de nardo provocados por la cepa
BV157 en la parte contraria al lugar del inoculo 10 DDI. Se aprecian partes con tejido necrosado
asi como zonas blanquecinas que finalmente adquirieron un color café obscuro.

Parte anterior Parte posterior

15 DDI

Figura 31. Desarrollo de los sintomas de pudricién blanda provocados por la cepa BV157 15 DD,
en el lugar donde se coloco el indeulo (izquierda) y en la parte contraria a este (derecha).
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Los sintomas de pudricién se hicieron mas evidentes 15 DDI, tanto en la zona
donde se coloco el indculo como en la parte posterior (Figura 31). Se presentaron
zonas de color café y tejido necrosado que adquirié un color negro similar al que
adquirieron las hojas de lechuga romana conforme se desarrollé la infeccion en
ellas. Por otra parte, practicamente toda la superficie del nardo presenté pudricién
misma que provocd que el tejido tuviera consistencia gelatinosa. También los
primeros brotes de hojas se necrosaron y finalmente se colapsaron 20 DDI (Figura
32).

Parte anterior Parte posterior

20 DDI

Figura 32. Desarrollo de la pudricién blanda en bulbos de nardo provocada por la cepa BV157 20

DDI. Lugar del inoculo (izquierda), parte posterior de la inoculacion (derecha).

La cepa E. chrysanthemi 3937 provocé sintomas de pudricién 5 DDI, estos se
observaron con la formacion de zonas blanquecinas y la aparicién de manchas

semi-ocuosas sobre los bordes del nardo (Figura 33).
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Formacion de zonas blanquecinas

Manchas semi-acuosas

Figura 33. Sintomas iniciales de pudricion blanda en bulbos de nardo provocados por E.
chrysanthemi 5 DDI.

Practicamente, toda la zona donde se colocé la suspensién bacteriana presentd
una coloracion marrén 10 DDI con E. chrysanthemi (Figura 34).

Figura 34. Desarrollo de los sintomas de pudricién blanda en bulbos de nardo provocados por E.
chrysanthemi en la zona de inoculacion 10 DDI.
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15 DDI, en la parte posterior al lugar de la inoculacién observé la secrecion de
exudados cremosos sobre todo en los lugares con tejido mas enfermo. Este
sintoma es muy caracteristico de pudriciéon blanda causada por E. chrysanthemi

(Figura 35).

15 DDI

Figura 35. Coloracién marrén en bulbos de nardo causada por E. chrysanthemi en la parte

posterior al lugar de infeccién 15 DDI.

Después de 20 d de la inoculacion, el bulbo presentd una fuerte pudricion blanda
cuyos sintomas iniciales aparecieron como zonas blanquecinas y manchas
semiacuosas que se tornaron de color marrén con el paso de los dias. Finalmente
la infeccion se extendié sobre toda la superficie del bulbo causando la necrosis del

tejido y generando un olor desagradable (Figura 36).

Los bulbos inoculados con buffer fosfato (testigos negativos) 20 DDI

permanecieron sanos (Figura 37).
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20 DDI

Figura 36. Pudricion blanda expandida sobre toda la superficie del bulbo provocada por E.
chrysanthemi 20 DDI.

Figura 37. Bulbos inoculados con buffer fosfato utilizado como testigos negativos, los cuales se

mantuvieron sanos.

Al comparar, la evolucién de los sintomas en los bulbos infectados con la cepa
BV157 y los inoculados con E. chrysanthemi se observar que los sintomas de

pudricién blanda fueron diferentes aunque en ambas se presenté 20 DDI. La
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pudricién causada por las cepas aisladas dejo el tejido infectado con consistencia
mas acuosa y un olor semejante al de uvas jovenes. Por otra parte, las cepas
aisladas tuvieron afinidad por infectar los primeros brotes de hojas en donde se
produjo una secrecion verdosa. También el avance de la infeccion se delimité con
el cambio de tonalidad del tejido enfermo. En contra parte E. chrysanthemi
provoco un olor fétido en el bulbo enfermo, mientras que el tejido darfiado adquirié
una coloracion marrén homogénea, se presentaron exudados cremosos como
producto de la pudricion (Figura 38).

(8} 5DDI 10 DDI 15 DDI 20 DDI

Bv157

E. Chrysanthemi
3937

Figura 38. Comparacion de los sintomas provocados por las cepa BV157 y E. chrysanthemi. (-) =
Testigo negativo inoculado solo en el buffer de disolucion de las bacterias. DDI = Dias

post inoculacion.

20 DD, a partir de tejido enfermo de los bulbos infectados se reaislaron las cepas
E. chrysanthemi y BV157 sobre medio rico (LB) comprobandose con ello los
postulados de Koch. Sin embargo para tener resultados mas confiables sobre este
reaislamiento se sugiere identificar las bacterias aisladas, una forma répida de
realizar esta caracterizacion es por medio de las pruebas moleculares ITS-PCR e
ITS-RFLP.
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10. DISCUSION

El Estado de Morelos, ocupa el primer lugar en ia produccion de flor de nardo
{(Polianthes tuberosa). Sin embargo, a partir del afio 2008 se presentd una
disminucion hasta en un 50 % en el rendimiento del cultive a consecuencia del
dafio prevocado por el picudo negro cuando las hembras ovipositan en los bulbos
y al eclosionar las larvas se alimentan de los tejidos causando la pudricidn y
muerte de la planta {(Hernandez, 2003). Hoy en dia, este problema ha sido
abordado bajo diferentes lineas de investigacion como lo demuestran los trabajos
de Camino et al. {2002) y Hernandez (2003). Sin embarge, el cultivo de nardo
también presenta sintomas de enfermedades bacterianas, cuya etiologia no habia
sido estudiada hasta antes de este estudio, a pesar de que alguncs autores como
Rodriguez-Garay et al. (2004) y Fucikovsky (2004) afirman que el picudo es
vector natural de |la bacteria Erwinia sp., una de las principales fitobacterias que
han sido reportadas y cuya virulencia ha causado pérdidas millonarias en diversos

cultivos (Fucikovsky y Villareal, 1991).

Teniendo en cuenta estos antecedentes la hipétesis de esta investigacion fue que
{a pudricidn blanda que se presenta en los bulbos de nardo en la region productora
del Estado de Morelos se debia a la presencia de bacterias que producen
pectinasas y celulasas que degradan los componentes de la pared celular,

pertenecientes al género Erwinia (Dikeya).

En el presente trabajo, se aislé a partir de tejidos infectados de bulbos de nardo
del municipio de Emiliano Zapata, Morelos una cepa bacteriana capaz de provocar

pudricién blanda.

Inicialmente, catorce cepas fueron aisladas de bulbos enfermos al cultivarlas en
medio minimo M9 adicionado con acido poligalacturonico (PGA) al 0.2 %
(compenente estructural de la pared celular de los vegetales al ser parte de las
sustancias pecticas gue conforman la lamina media). Con el crecimiento de las

cepas en este medio se descarté el aislamientic de bacterias saprofitas y a la vez
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se demostrd que posiblemente las bacterias crecidas bajo estas condiciones
tenian la capacidad de degradar el acido peligalacturdnico. Este, es muy
importante para el inicio de la pudricién blanda, ya que de acuerdo con Agrics
(1998) la mayoria de las podredumbres inician con la degradacion de cada uno de
los componentes de la pared celular, mediante la accién de enzimas secretadas
por las bacterias. Sin embargo, al someter las catorce cepas aisladas a la prueba
de produccion de enzimas pectidicas (PEL) y celulasas (CEL) necesarias para la
degradacion de la cutina y sustancias pecticas de la pared celular, sélo cinco de

ellas fueron positivas.

Estas cepas, solo fuercn positivas cuando el inoculo depositado en los medios
PEL y CEL provino de un cultivo saturado en medio M8 adicionado con acido
poligalacturénice, por su parte la cepa E. chrysanthemi que se utilizé como testigo
fue positiva al emplear inéculos provenientes de medio minimo y medio rica. Con
esto se evidencia gue la secrecién de pectinasas y célulasas en las cepas aisladas
se estimula cuando tienen la necesidad de aprovechar un sustrato que es
indispensable para su supervivencia. En cambio E. chrysanthemi secretd estas
enzimas aun en un medio que le provee todos los nutrientes. A partir de estas
pruebas bicquimicas se seleccionaron cinco cepas bacterianas (BV145, BvV149,
BV151, BV152 y BV157) capaces de secretar enzimas necesarias para ocasionar
pudricion blanda, con el objetive de tipificarlas morfoldgicamente, molecularmente

y con pruebas de pategenicidad.

La cepa BV145, en medio de cultivo Luria-Bertani generé colonias blanco-
amarillas convexas circulares de borde entero hiimedas y brillantes. Tres de las
cepas seleccionadas BV148, BV151 y BVI157 presentaron colonias con una
morfologia similar, verde-azuladas, planas, lisas de borde dentado. Por su parte la
cepa BV152 generd colonias blanco-verdosas circulares, lisas y de borde entero.
Todas las cepas fueron Gram negativas, caracterfstica particular de la mayoria de
las fitobacterias (Llama, 2002). Ninguna de las cepas seleccionadas presentéd una

morfelogia colonial similar a la de E. chrysanthemi. La morfologia colonial de las
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cepas BV149, BVi51 y BV157 es muy similar a la que presentan algunas
bacterias del género Pseudomonas {Holt ef af., 1994).

Respecto al analisis molecular, para realizar la extraccién del ADN se probé el
protocolo de Rong y Jiang, 2006 gue propone un métedo rapide y simple para ia
extraccion de ADN para bacterias Gram negativas. El método implica dos paso
importantes, en primer lugar la ruptura de las paredes de las células con un
detergente y en segundo lugar, extraccion, aislamiento y precipitacién del DNA
gencmico, Este método permitié tener un ADN de buena calidad, util para llevar

acabo reacciones de PCR.,

En relacion a la concentracién y pureza del ADN, el 50 % de las muestras
analizadas presentaron una concentracion mayor a 45 ng/ul. Aungue en el
Cuadro 8 se puede apreciar que no se obtuvo una concentracion homoegénea por
lo que el método de extraccion es muy variable. Con relacién a la pureza en la
relacion 260/280 se tuve que en el 80 % de las muestras los valores estuvieron
entre 1.8 y 2.0 lo que indican que se encuentran en el rango optimo de pureza. La
calidad del ADN obtenido fue suficiente para realizar la amplificacion para la

técnica de RFLP.

Las condiciones de la reaccion de PCR asi como los cebadores empleados G1 y
L1 propuestos por (Jensen ef al. 1993} fueron ideales para la amplificacién de la
region ITS 165-235 de las cepas aisladas como de los testigos. Con dicha
ampiificacién se observé que ninguna de las cepas aisladas presentd un patron de
tandeo similar al de E. colif MG1655, E. chrysanthemi 3937, E. carotovora Ecc71,
Por otro lado las cepas BV149, BV151, BV157 generaron un mismo patrén con
una banda de 600 pb aproximadamente. De acuerdo con io reportado por Garnier
et al. (1891) la amplificacién de la regién riboscmal165-23S en bacterias con los
cebadores G1 y L1 165-23S produce un patron de bandas entre 280-850 pb sobre
este intervalo estuvieron todas las cepas probadas. Las bandas originadas por E.
coli MG1655 coinciden con las reportadas en el banco de datos de Jensen et al.

(1993) por lo que se concluye que la técnica de amplificacian fue correcta.
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Los resultados del ITS-PCR 16S-235 de las cepas aisladas y el analisis
estadistico ACP y el AC mediante el método dei promedio de grupo sugieren que
aparentemente ninguna de las cepas pertenece al género Erwinia, ademas las
cepas BV149, BV151, BV157 son idénticas (de acuerdo a esta técnica de
analisis); el analisis estadistico agrupo esta tres cepas junto con E. chrysanthemi,

y separa las cepas BV145 y BV152.

La enzima Rsal solamente realizd la digestion parcial del ITS 165-23S de las
cepas E. coli MG1855 y BV145 (Figura 10). Estos resultados, se explican por qué
esta enzima fue propuesta por Toth ef al. (2001) para identificar £. carotovora
subsp wasabiae, subsp odorifera/carotovor y E. cacticida por lo que ninguna de las

cepas aisladas y testigo coinciden con estas especies.

Los patrones de restriccién generados con la enzima Cfol (Figura 11} junto con los
analisis estadisticos de estos datos mediante ACP y el AC confirmaron
nuevamente que ninguna de las cepas pertenece al género Emwinia, ya que
ninguno de los patrones producides por las cepas aisladas coinciden con E.
chrysanthemi 3937, E. carotovora Ece71, Toth et al. (2001). Asimismo permiten
confirmar los resultados obtenidos con los datos proporcionados por el ITS-PCR
168-23S de las cepas aisladas, estableciendo que las cepas BV149, BvV151,
BV157 son idénticas y probablemente lz misma especie. Por otra parte el AC
agrupa a las cepas BV149, BV151, BV157 junto con E. chrysanthemi 3937, E.
carctovora Ecc7t. Todas estas cepas establecidas deniro de un mismo grupo
sugteren que el agrupamiento es debido a ia capacidad que tienen eilas de
provocar pudricién blanda; por otro lado las cepas BV 145 y BV152 gue no fueron
capaces de provocar pudricién son agrupadas en otros nodos diferentes.

En base a lo anterior para las pruebas de patogenicidad en bulbos de Polianthes
tuberosa y hojas de Arabidopsis thaliana, Sainfpaulia icnantha y Lactuca sativa se
emplearcn solamente las cepas BV157, BV152 y BV145.

Las pruebas de patogenicidad en hojas jévenes de arabidopsis mostraron 11 DDI
las cepa BV157 provoco pudricion blanda en el 80 % de las hojas infectadas. Los
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sintomas aparecieron como pequefias lesicnes acucsas en ef lugar de Ia
inoculacioén que fueron aumentandc de didmetro hasta ocasionar la flacidez de ia
lamina foliar. Por otra parte solo el 40 % de las hojas infectadas con las cepas
BV145 presentaron manchas de tipo acuoso sobre el sitio de inoculacion; per su
parte sdlo el 5 % de la hojas infectadas con la cepa BV152 colapsaron a causa de
la infeccion, el resto aparentemente presento reaccion de hipersensibilidad. El bajo
grado de infeccién de estas cepas podria ser originado por la presencia de poca
virulencia hacia arabidopsis. Las hojas inoculadas con E. chrysanthemi
prasentaron pudricion blanda 2 DDI como lo reporté Rincén-Enriquez (2008);
estos resultados evidencian la alta virulencia de la cepa en hojas de arabidopsis.

Por lo contrario en violeta africana E. chrysanthemi provocod sintomas 2 DDI,
demostrando una alta virulencia. Sin embargo, ninguna de las cepas aisladas

ocasiond pudricion blanda.

La patogenicidad y grado de virulencia de BV157 también quedo demostrada en
hojas de lechuga romana las cuales exhibieron pudricién blanda 8 DDI. Los
sintomas presentados comenzarén sobre la herida provocada a la hoja, la cual
aumento de tamarfio con la infeccidn, extendiéndose rapidamente sobre toda la
superficie, donde el tejido infectado se oscurecid, ennegrecio y finalmente se
necrosé adquiriendo una consistencia aceitosa. Por su parte las cepas BV145,
BV152 y E. chrysanthemi no causaron ningln sintoma bajo estas condiciones. Sin
embargo Blancard ef al. (2005) propone que E. chrysanthemi afecta mas bien e!

tallo y raices de la lechuga.

Las pruebas de patogenicidad en bulbos de nardo evidenciaron la pategenicidad y
virulencia de la cepa BV157 y por otro lado fa incapacidad de BV145 y BV152 de
causar infeccién. Los sintomas causados por BV157 iniciaron 5 DDl como
manchas de color café oscurc de aspecto himedo sobre las lesiones producidas
artificialmente. La cubterta plastica, que se colocd sobre los nardos infectados y
las condiciones de alta humedad de las camaras crearon un microambiente que
permitid que la infeccién avanzara sobre ia parte contraria al lugar de inoculo lo

que sugiere que estas bacterias probablemente tienen ia capacidad de
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desplazamiento inter e intracelular, debido a la presencia de enzimas de alta
capacidad biodegrandante {Lopez, 1994), lo cual se demostrd con las pruebas de
PEL y CEL. Esta zona del bﬁlbo 10 DDl presenté pudricion semi-acuosas sobre
las primeros brotes de hojas, ademas de lugares con tejido necrosado y zonas
blanquecinas que se tornaron de un color café obscuro. Finalmente 20 DDI toda Ia
superficie del bulbo presenté pudricion blanda dando la impresion de que el tejido
tuviera consistencia gelatinosa. Una solucion bacteriana de BV157 con una
concentracién de 4.5x 10% UFC/mL ajustada en un espectrofotémetro (Eppendor
Bio photometer®) fue la ideal para provecar pudricidn sobre el bulbo. El factor
ambiental fue fundamentat para la expresion de los sintomas, temperaturas de 28-
30°C y humedad relativa de 100 % fueron necesarias para el desarrollo de la
enfermedad lo cual coincide con Fucikovsky y Villareal (1991). En las zonas
productcras de Emiliano Zapata, Morelos se presentan condiciones de alta
humedad y temperaturas entre 28 -30°C que son adecuados para el desarrollo de

fitcbacterias como las cepas BV157.

Por su parte £. chrysanthemi también provoco sintomas de pudricién bianda 5
DDI, que se observaron con la formacidn de zonas blanquecinas y manchas
semiocuosas sobre el borde del bulbc. Practicamente 20 DD! los bulbos
presentaron una pudricidon blanda cuyo tejido infectado adquirid color marrén
presentando exudados cremosos que se distribuyeron sobre toda la superficie del

bulbo sintomas caracteristicos de esta cepa (Llama, 2002).

Al comparar las pudricion blanda causada por la cepa BV157 con la provocada por
E. chrysanthemi se observé que ambas se presentaron 5 DDI, por lo gue el grado
de patogenicidad de ambas cepas es similar, mientras que los sintomas de
pudricidn se presentaron en forma mas acuosa dentro de los tejidos infectados por
la cepa BV157 que tuvo mas afinidad por los primeros brotes de hojas. 20 DDI, de
los bulbos infectados se reaislaron en medio LB las cepas BV157 y E
chrysanthemi cumpliéndose de esta forma los postufados de Koch, los cuales se

comprobaron con un conteo de colonias sobre cajas de medico LB. Sin embargo,

76



se propone confirmar estos resultados utilizando las técnicas moleculares de ITS-
PCR e ITS-RFLP.

Los resultados obtenidos a partir de ia caracterizacion biogquimica, morfoldgica y
molecular efectuada a las cepas aisladas BV145 BV152 y BV157 permiten
rechazar la hipétesis planteada, porque ninguna cepa presento la morfologia v
patrones de restriccidn del genero Erwinia. Por otro lado Erwinia chrysanthemi

3937 es capaz de provocar pudricion blanda en nardo.

Probablemente las cepas BV145 y BV152 son cepas oportunistas en bulbos de
nardo ya que por si sclas no fueron capaces de generar infeccign.

Los analisis bioquimicos, morfologicos y moleculares utilizados en este estudio
para la identificacién las cepas bacterianas son rapidos y efectivos, sin embargo
por los antecedentes del area de estudio, estos estuvieron enfocados en la
identificacion del género Erwinia (Dikeya). Por lo cual fue necesario implementar
pruebas adicionales para la tipificacion de la cepa BV 157 que fue Ia Unica entre las
cepas seleccicnadas capaz de provocar pudricion en bulbos de narde. Dichas
pruebas, estuvieron basadas en las caracteristicas de crecimiento, morfologia, olor
y coloracion verde-azulada que presentaron las cepas en medio LB liquido y en
placa, que de acuerdo con Tsoreva y Rodriguez (2000) son propias de bacterias
pertenecientes al género Pseudomonas. Para probar esta posible hipotesis se
hicieron algunas pruebas, las cuales consistieron en la produccién de piocianina
en medio KA y fluoresceina en medic KB, ademas de su crecimiento a 42°C vy
pruebas de patogenicidad en lechuga romana. Para las pruebas de crecimiento en
medio KA y KB se emplearon como testigos E. chrysanthemi 3937, P. syringae pv.
phaseolicola cepa 1448 y E. cofi. Los resultados obtenidos en estas pruebas
demostraron que BV157 es capaz de crecer en medio KA y producir una
coloracion verde azulada lo cual sugiere la capacidad de producir piocianiana (De
Luca et al., 2005, Holt ef al. 1994) ninguno de los testiges utilizados crecié hajo las
condiciones de este medio. Por su parte en medio KB, BV157 presentd una
coloracion amarillo-verdosa y produjo fluorescencia bajo luz ultravioleta, al igual
que la cepa P. pv. phaseolicola syringae 1448. También E. chrysanthemi 3937 y E.
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coli MG1655 crecieron baje estas condiciones mas no produjeron flucrescencia.
La cepa BV157 fue capaz de crecer en medio KA, KB y LB a una temperatura de
42°C después de 48 horas. £. colil MG1655 crecid a 42°C en medio KB y LB. A su
vez BV157 provocd pudricion blanda en hojas de lechuga romana y arabidopsis.
Los resultados obtenidos en estas pruebas sugieren que prebablemente la cepa
BV157 pertenece a la especie Pseudomonas aeruginosa. Esta bacteria es
cominmente encontrada en agua no potable y suelc. En los Ulttmos afos se ha
presentado especial atencidén a este patégenc debido a que es una bacteria
oportunista en humanos ademas de que presentz una alta resistencia a la mayeria
de los antibidticos Tesoraeva y Rodriguez (2000). Rahme et al. (1997), Rahme ef
al. (2000), Yorgey et al. (2001) y Walker ef al. (2004) han reportado que P.
aeruginosa es capaz de provocar sintomas de pudricién blanda en hojas de
lechuga romana y arabidopsis, ademas de que proponen la idea que P
aeruginosa presenta factores de virulencia comunes en pilantas y animales. De
Luca ef al (2005) reporté que P. zeruginosa ha sido encontrada en suelos
horticolas proveniente del agua de riego. En la region productora de nardo del
Municipic de Emiliano Zapata Morelos el principal abastecimiento de agua del
cultive son aguas residuales, por lo que se tiene que poner especial atencion en

este aspecto.

La secuenciacién del 16S y un analisis filogenético de la cepa BV157 permitira
verificar si efectivamente esta bacteria pertenece a la especie P. aeruginosa. Este
resultado seria de gran importancia a nive!l fitopatolégico debidoc a que con él se
demostraria por primera vez que P. aeruginosa es capaz de provocar pudricién

blanda en bulbes de P tuberosa.
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11. CONCLUSIONES

» En el Municipio de Emilianc Zapata, Morelos se aislé la cepa BV157 cuyas
celonias son verde-azuladas, planas, lisas de borde dentado y con un fuerte
olor a uvas jovenes, capaz de provocar pudricion blanda en bulbos de

Polianthes tuberosa.

= los analisis bioquimicos, morfoldgicos y moleculares utilizados para la
identificacién, permiten afirmar que la cepa aislada no pertenece ail género

Erwinia (Dikeya).

= El cultivo de la cepa BV157 en los medios KA y KB, ademas de su
crecimiento a 42° y su capacidad de provocar pudricidn blanda en hojas de
Arabidopsis thalianay Lactuca sativa sugieren que probablemente BV157

pettenece a la especie Pseudomonas aeruginosa.

= Las pruebas de patogenicidad en bulbes de nardo infectados con la cepa E.
chrysanthemi 3937, demuestran que es capaz de provocar pudricion blanda

20 DD bajo las condicicnes establecidas.

= La utilizacion del medio minimo M9 adicionado con PGA 0.2 % como un
medio selectivo asi como las pruebas de pectinasas (PEL) y celulasas
(CEL) permitent seleccionar bacterias potenciales capaces de provocar

pudricién blanda.

= Las técnicas moleculares empleadas ITS-PCR e ITS-RFLP, son una
herramienta til para realizar la identificacién de bacterias de una forma
rapida y confiable, siempre y cuando se cuente con una base de datos en
donde se puedan comparar los resultados obtenidos. Sin embargo, en este
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estudio las pruebas de ITS-PCR e ITS-RFLP permitieron identificar que tres
de las cepas seleccionadas correspondian a la misma bacteria y con esto

se ahorro tiempe y trabajo al realizar las pruebas de patoegenicidad.

= | as condiciones de alta humedad asi como temperaturas de 28-30°C de las
camaras humedas, fueron las ideales para el desarrollo de los sintomas de
pudricién blanda provocados por la cepa E. chrysanthemi 3937 y BV157 en

bulbos de nardo.

12. PERSPECTIVAS

Con el objetivo de verificar que la cepa BV157 pertenece a la especie
Pseudomonas aeruginosa, se propone secuenciar el 165 de esta cepa con

el fin de hacer un analisis bicinformatico.

Para tener resuitados mas confiables en las plantas infectadas, se sugiere
probar los postulados de Koch mediante la técnica de ITS-RFLP.

Muestrecs mds a fondo en las zonas productoras de nardo del Estado de

Morelos permitiran ampliar el estudio sobre las fitcbacterias causantes de

pudricién blanda en bulbos de nardo.
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14. APENDICE 1. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS

Medio Luria-Bertani (LB} (1L)

Extracto de levadura 50¢g
NaCl 10.0g
Triptona 10049
Agar 150¢g
pH 7

Ajustar el pH con HCL y NaGQH 1 M

Medio Miller 1972 (M9) (1L}

M9 5X 200 mL
MgSQO., 2mL
CacCl; 0.1mL

PGA concentracion final 0.2%

Medio King A {(KA) (King et al., 1954) (1L)
Bacto peptone 2004g
Bacto agar 15.0g
Glycerol 10 mL
Kz $SQ4 (anhydrous) 10.0g
MgCl; (anhydrous) 1449
pH 7.2
Medio King B (KB) {King et al., 1954) (1L}
Peptone protease 200g
Bacto agar 15.0g
Glycerol 156 mL
KzHPO, (anhydrous) 15¢g
MgS0,4 7H;0 159
pH 72

50



Medio CEL (1L)
Fosfato 50X
KoHPO4 3509
KHzPO, 100 g SOLUCION A
pH 6.9-7.1
Ajustar el pH con HCL y NaQH 1M
CMC 1004
Agar 16.0g SOLUCION B
Extracto de levadura 504
Glicerol (100%) 2mL
(NH)2S04 1.09 SOLUCION C
MgSQ. C.1g
Medio PEL TN
Agar 16g
Extracto de levadura 1g
(NH4)2 SOa 19 SOLUCION A
MgS0, 7H:0 0248 g
Glicerol 100% 5mL
Buffer phosphate
Naz HPO4 15 g
NaH;PO, 0.7¢g SOLUCION B

cuniCUCBA



