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1. Resumen:

En el estado de Michoacan, México, la especie Agave cupreata Trel y Berger es empleada
para la elaboracién de un destilado alcohélico llamado mezcal, que se emplea como bebida
popular entre los habitantes de la regiéon. La materia prima que se emplea para la
elaboracién de esta bebida puede provenir cultivos o de especimenes silvestres que son
colectados para este propdsito, el incremento de la demanda de mezcal ha sometido a este
agave a una presioén dificil de soportar, en la cual la estabilidad de su poblacién se
encuentra amenazada. Aunado a los problemas que la industria del mezcal trae a A.
cupreata, en los cultivos se han comenzado a detectar problemas fitosanitarios de origen
bacteriano, que comienzan a dispersarse entre los miembros de esta especie, dicha

enfermedad es conocida como “pudricién blanda”.

Las particularidades del agente causal de la “pudricién blanda” que se presenta en A.
cupreata, hasta ahora no han sido estudiadas, ni tampoco se han establecido medidas para
desarrollar un control que inhiba la expansién de dicha enfermedad. El presente trabajo
logro aislar una bacteria a la cual denominé BV311, procedente de ejemplares de A.
cupreata enfermos, esta bacteria es capaz de causar los sintomas caracteristicos de la
“pudricién blanda” y en las pruebas de caracterizacion morfolégicas, bioquimicas y
moleculares que se hicieron de BV311 durante la investigacion, se encontré ademds que
esta no tenia relacién con las bacterias del género Erwinia, con quienes mas comunmente

se relaciona la “pudricién blanda™.

El presente trabajo también propone el empleo de una tecnologia que comienza a
repuntar en el campo del combate a las bacterias, esta es el empleo de bacteriéfagos,
particulas virales que tienen la capacidad de lisar células bacterianas, que podrian dar
mejores resultados que los métodos tradicionales para controlar enfermedades bacterianas,
como son los antibiéticos y los compuestos de cobre. En este sentido se logrd estandarizar

una técnica para el aislamiento de bacteriéfagos asociados a la cepa BV311.
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2. Introduccién

“La plaga no estd hecha a la medida del hombre, por lo tanto el hombre se dice que es

irreal, es un mal suefio que tiene que pasar” (Camus, 1947)

En México se presentan dos enfermedades que afectan las distintas especies del género
Agave con uso comercial, destruyendo ia materia prima con la cual se elaboraran algunos
productos que dejan importantes dividendos para aquellos estados que trabajan con sus
productos. Una de estas enfermedades es lamada “marchitez del agave” y la otra
“pudricién blanda " (Fucikovsky, 2002).

Ambas enfermedades tienen sus propias peculiaridades. Por ejemplo la “marchitez det
agave” es causada por el hongo Fusarinm sp. (Fucikovsky, 2002) y fa segunda enfermedad
es de naturaleza bacteriana, siendo la bactenia Erwinia carotovora Jones, supuestamente
responsable. A esta enfermedad se le da el nombre popular de “pudricion blanda™
(Valenzuela-Zapata. 1994). Aunque Jiménez et al. (2004) reportan que mdas de una bacteria
podria estar implicada en la enfermedad. al menos en Agave requilana Weber var. azul, de

donde se aisld a la bacteria Erwinia cacticida Alcorn.

El presente rabajo se ocupa de la “pudricién blanda”. que no es una enfermedad
exclusiva del agave. sino de diversas especies vegetales. En esta investigacion se buscod
alslar a partir de plantas enfermas de Agave cupreata Trel y Berger al menos una bacteria
responsable de la “pudricion blanda™ en plantaciones ubicadas en la zona productora de
mezcal en el estado de Michoacin. para aislar un virus que causara lisis celular sobre
alguna de las bacterias aisladas. A esta clase de virus que causan lisis bacteriana, se les da

¢l nombre de bacteriofagos.
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3. Marco Teorico

2.1 Uso del jugo de agave en la elaboracion de bebidas alcohélicas en el estado de

Michoacan

Las agavdceas constituyen uno de los grupos vegetales con mayor presencia y niimero de
especies en México, la familia Agavaceae es endémica del continente americano y estd
dividida en 9 géneros con 293 especies (Instituto de Ecologia, UNAM, 2011). De estas
plantas se pueden obtener diversos subproductos, pero es especialmente uno el que hoy
cautiva a la industria, la elaboracion de alcohol a partir de sus azucares. De las bebidas
espirituales que se obtienen con la coccidn de sus jugos, el tequila es el que mds demanda
tiene, traduciéndose en un fuerte ingreso econdémico para los cinco estados de la republica
mexicana que poseen la denominacién de origen de esta bebida (existen dos tipos de tequila
el 100% agave azul hecho solo con jugos de la especie A. requilana y el “tequila” que
contiene solo un 51% procedente de esta especie y el resto es completado con otras fuentes
naturales de azdcar) (CRT, 2011). Un caso aparte es el mezcal, otra bebida que junto con el
tequila cuenta con denominacién de origen, ambas tienen las puertas abiertas para ser
productos de alta rentabilidad, como el tequila actualmente lo es, sin embargo el mezcal en
el estado de Michoacédn no cuenta con la infraestructura y organizacion de los tequileros, lo
que las convierte en actividades con diferencias muy marcadas a pesar de que ambas
laboran con destilados provenientes de agaviceas (Vallejo, 2008; Gallardo, 2008).

De los cuatro estados que poseen la denominacién de origen del tequila, Michoacan (30
municipios) es el segundo estado con mayor nimero de municipios después de Jalisco (128
municipios). La regulacién del tequila es administrada por el Consejo Regulador del
Tequila con sede en Zapopan Jalisco conglomerando a 180 municipios (Jalisco,
Guanajuato, Michoacian y Tamaulipas). La elaboracion de tequila es una actividad bien
establecida, manejada por grandes corporatives que cuentan con una gran organizacidn y

elevados estandares de produccion, dentro de la industria de los destilados (CRT, 2011).

La produccién del mezcal no podria ser mas diferente, en el estado de Michoacan se
report6 una produccién de 300,000 L en el 2008 (aunque quien reporta el dato advierte que
es un dato dificil de comprobar, debido a la naturaleza de su elaboracién) con un estimado
de 700 productores (Vallejo, 2008). Para la elaboracion del mezcal se pueden emplear la
mayoria de los tipos de agave no como en ¢l caso del tequila, que solo usa A. requilana
Weber variedad azul. Muchos de los mezcaleros de Michoacdn son pequenos productores
que toman la elaboracién de este alcohol como una actividad estacional, solo realizada

durante los meses de Octubre a Mayo. El organismo que regula la produccién de esta
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bebida es el Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM). Para
el 2008 solo los municipios de Tacdmbaro, Tzitzio € Indaparapeo estaban organizados en

grupos de trabajo con el que deseaban establecerse como figuras legales (Vallejo, 2008).

La creciente demanda de estos licores, que no solo es exigida al interior de México, esta
relacionada con la actual pérdida de cultivos por accién del hongo Fusarium sp. y a la
bacteria que causa la pudricién blanda. ;C6émo es que la rentabilidad de una bebida pueda
ser la causa de que agentes patdgenos estén acabando con la estabilidad de un cultivo? Se
debe en parte a las pricticas agricolas con las que se propaga el agave para alcanzar las
altas cuotas que €l mercado le demanda. Por ejemplo en el 2010, la Cdmara Nacional de la
Industria Tequilera reporté que se exportaron 152.5 millones de litros y de consumo interno
aparente 105 millones de litros (CNIT, 2010).

Las agavéceas son plantas xerdfitas que poseen largos ciclos de vida, un factor que
podria resultar algo molesto en un proceso masificado de no ser porque estos vegetales
ademds de la reproduccion sexual, también cuentan con una variante asexual, al menos para
el caso A. tequilana. Los miembros de la especie A. tequilana tienen una clevada actividad
meristemdtica, que los lleva a producir clones naturalmente, estos pueden provenir de sus
inflorecencias (bulbilos) y de sus segmentos intrafoliares (hijuelos) (Garcia, 2007). Gracias
a esta cualidad, que la mayoria de las agavaceas poseen, es que los agricultores lograron
saltar esa brecha en la que tenian que esperar hasta ocho aflos para que uno de estos
vegetales lograra reproducirse, pero a la par se erigié un cuello de botella genético y
actualmente se tienen campos llenos de agaves donde todos sus miembros poseen un
material hereditario bastante homogéneo (Padilla-Avifia, 2008; Dalton, 2005).

Por otro lado existen especies de agave, como Agave cupreata, que es empleado en
Michoacén para la produccién de mezcal, también en los estados de Guerrero y Oaxaca, en
las que hasta ahora no se han reportado mecanismos de reproduccién asexual y que debido
a esta caracteristica no ha podido ser cultivada de forma masificada, sus poblaciones
naturales son pequenas y aunque la produccidén de mezcal no es comparable con la del
tequila, la sobre explotacion del recurso ya repercute en la especie, que presenta tasas de
crecimiento menores a uno, €s decir que la especie se encuentra en declive aproximandose
a la extincidén (Ilsey, 2007). No solo es el hombre el Gnico que afecta a A. cupreata, Garcia
Meneses (2004) indica, que la especie estd teniendo problemas para reproducirse
naturalmente, que podria estar ocurriendo por falta de polinizadores o que la especie se
encuentra bajo los efectos de una depresién endogdmica ocasionada por la expresion de

alelos recesivos letales, al haber pocos individuos de A. cupreata conformando la poblacién
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de esta especie vegetal, las fuentes de acervo genético son limitadas y con poca
variabilidad. Por si fuera poco lo anterior, los cultivos de A. cupreata, como los de A.
tequilana, son afectados por “pudricién blanda”, que también disminuye la calidad y
estabilidad de este cultivo, aunque nunca se han hecho estudios en A. cupreata para

caracterizar al fitopatégeno que la ocasiona.

La falta de variantes genéticas en un cultivo propicia el que si llegase a asentarse un
fitopatégeno especialmente efectivo en uno de los clones que el productor tiene sembrado,
este no encontraria mucha resistencia al intentar propagarse entre el resto de las plantas.
Todos los clones son en esencia la misma planta a nivel genético y aunque el patdgeno
logre encontrar variabilidad fenotipica en el resto de la produccion, esta diferencia no serd
un factor relevante como para evitar que se acomode en un ambiente similar al que hallé
propicio para su desarrollo en la planta que contrajo la enfermedad por primera vez
{Padilla-Avifa, 2008).

El hongo Fusarium sp. y las bacterias del género Erwinia, son ese tipo de oportunistas
que han dafiado el escenario de la produccién del agave, sobre todo el de A. requilana,
donde todo estaba listo para que se extendieran como fuego devorando un pastizal
(Hernandez et al., 2005). Sin embargo las caracteristicas que presenta la enfermedad en A.
cupreta y sus agentes causales, hasta la fecha no ha sido un tema abordado con
profundidad, cuya descripcion del problema mucho le debe a especulaciones que se hacen
de la experiencia obtenida con otras especies de agave que presentan patologias similares,
por ejemplo se desconoce al agente causal implicado en la “pudricién blanda™ que A.

cupreata presenta.
2.2 La pudricién blanda: Erwinia carotovora, E. cacticida y E. chrysanthemi

2.2.1 Erwinia carofovora: es una bacteria gram negativa, anaerébica facultativa que no
forma esporas, distribuida alrededor de todo el planeta. Erwinia carotovora es un
fitopatégeno importante debido a su habilidad para producir enzimas pectoliticas en
grandes cantidades, estas enzimas le permiten macerar el tejido parenquimatoso de una

amplia gama de especies vegetales (Pérombelon y Kelman, 1980).

Erwinia carotovora tiene la capacidad de sobrevivir en el suelo a través de los
remanentes vegetales que quedan tras la cosecha, generando la posibilidad de infestar el
siguiente cultivo que en dicho suelo se emplee. La humedad es su principal canal de
dispersién y penetracién, siendo las temperaturas entre el intervalo de los 25— 30°C los
ideales para el desarrollo de la enfermedad (OEPP/EPPO, 2008).
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En agave la enfermedad que provoca esta bacteria se presenta en las pencas basales y el
cogollo, deshabilitando la capacidad del agave para generar nuevas pencas (Granado,
1999). Que solo puede ingresar en la planta a través de un corte expuesto, puede emplear
un vector animal para transportarse (sobre todo insectos), también el manejo industrial de
las plantas puede ser causante de su difusidn al ser dificil de evitar el contacto entre las
plantas sanas y las que contienen al fitopatdgeno, riego y lluvia también podrian cooperar a
extenderla (Guss, 1999),

Las medidas que se toman para controlar la enfermedad varian de cultivo a cultivo.
Requiriendo un especial cuidado en la higiene y sanidad, durante el desarrollo, de los
vegetales con los que se desea trabajar, usualmente con un programa estricto de
propagacion controlada en el que se produzcan plantas libres de la enfermedad
{OEPP/EPPO, 2008).

2.2.2 Erwinia cacticida: Es un organismo productor de enzimas pectoliticas, gram negativo
que no forma esporas, con forma de bastén y capaz de producir una cdpsula. Originalmente
descubierta como fitopatégena de especies de cacticeas, de ahi el origen de su nombre
“cacticida” (Alcorn et al., 1991).

Jiménez et al. (2004) reportaron haberla encontrado como agente causal de la
“pudricién blanda”™ que A. tequilana presenta, aunque también sefialaron que
probablemente no era la tnica bacteria implicada en el cuadro de la enfermedad, pero si la
bacteria mds patogénica para A. tequilana de las bacterias que lograron aislar. Toth et al.
(2001) encontraron que filogenéticamente E. cacticida se encuentra mas relacionada con E.

carotovora que con E. chrysanthemi.

2.2.3 Erwinia chrysantemi: es una bacteria gram negativa, anaerdbica facultativa que no
forma esporas, posee una distribucién mundial y cualquier tipo de cepa puede desarrollarse
en paises con temperaturas templadas, donde las plantas sean producidas en campo o
invernaderos (OEPP/EPPO, 2008).

Esta bacteria es capaz de producir pudricién blanda, degradando érganos suculentos de
un vegetal, tales como raices y hojas gruesas. Produce marchitez en las partes vasculares de
las plantas, colonizando el xilema y volviéndose sistémica dentro del vegetal. Esto dltimo
es lo mds preocupante cuando se emplea la propagacion vegetativa para la produccién de
algdn cultivo, ya que la bacteria se puede dispersar con facilidad al permanecer latente en

los tejidos que se usardn para la propagacidn vegetativa (OEPP/EPPO, 2008).

16



La deteccidén y métodos de control de F. chrysanthemi son similares a los empleados

con E. carotovora.

2.3 Los bacteriéfagos

No hay nada mds abundante en ¢l plancta que los virus, s¢ les puede encontrar en casi toda
el agua disponible en el planeta, ademds de practicamente en todas las supeiticies terrestres.
Este tipo de particulas invisibles, compuestas por un dcido nucleico y proteinas. son los
causantes de algunas de las enfermedades mas probleméticas. ademaés de ser dificiles de
controlar, no solo limitdndose a perjudicar al hombre mismo. sino también a muchos de los

organismos que le prestan un servicio.

Sin embargo pensar en los virus como un mal que debe ser erradicado, es un
pensamiento limitado. No fue sino hasta principtos de 1900 que se supo de su existencia,
wrdnico que permanecieran ocultos tanto tiempo a nuestro intelecto. tratdndose del elemento
mds abundante dentro de las relaciones biolégicas. Y desde el momento cn que por
accidente hicieron su presentacién a la ciencia, se pensé que podrian tener una aplicacién
practica. inclusive sin saber en realidad cual era su verdadera naturaleza, pues esto tardaria

url poco mads en conocerse.

Dos personas dieron con ellos de forma independiente. estas personas son el cientifico
francés D Hérelle v el inglés Twort. Twort los encontré antes que D'Hérelle en ¢l afio de
1915, D Hérelle daria con ellos hasta 1917. Sin embargo seria este ltimo el que se
percataria de que su descubrimiento se trataba de algo nunca antes descrito por el hombre. y
también le darfa la difusion debida v las primeras aplicaciones practicas (Duckworth,
1976).

A los virus se les encontrdé de forma casual, gracias a que ya se habia logrado el
establecimiento de técnicas para el cultivo de bacterias. Estas técnicas fueron las que
Hevaron a Twort v D Hérelle a encontrar virus dentro de algunos cultivos de bacterias con
los que estos trabajaban. Los virus ocasionaban lisis sobre las bacterias. y estas lisis eran lo
bastante grandes como para dejar calvas o huecos circulares sobre crecimientos uniformes
de colonias de bacterias, que eran observables sin el uso de un microscopio. Al principio no
sabian que era lo que ocasionaba estas calvas. desconocian st el efecto era debido a otra
bacteria presente en el cultivo o alguna enzima producida por las bacterias del medio. Lo
dnico que sabian con certeza, era que el agente que ocasionaba la lisis celular, no era

retenido por los filtros disponibles en la época u observable con microscopio alguno. El
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primer nombre que se les dio a los virus fue el de bacteridfagos, escogido por D' Hérelle v

que quiere decir “que devoran bacterias” ( Dublanchet v Bourne 2007; Lozano, 2006).

D Hérelle comprendio gue a los virus se les podia dar una aplicacidn, al colectarlos vy
emplearlos para destruir colonias de bacterias. Es asi como surgié la terapia con
bacteridfagos. que aparecid en fechas muy cercanas al desairollo industrial de ia penicilina.
En occidente ios bacteriofagos perdieron la batalla en el mercado contra los antibidticos,
debido en parte a que son tratamientos con una alta especificidad, que no permiten que un
bacteriéfago descubierto pueda ser usado para combatir a varias especies de bacterias, sino
solo para un intervalo muy reducido de cllas, mientras que los antibidticos son generalistas
y pueden ser aplicados para mds de una enfermedad causada por bacterias, ya que no
discriminan como lo hacen los bacteridfagos. al no requerir una llave molecular que les
permita insertarse en ¢l genoma de las bacterias. Simplemente resultd mds sencillo
estandarizar el uso de los antibidticos que el de los virus, de los cuales ademads no se sabia
mucho de su estructura y comportamiento. Sin embargo D Hérelle se empeid en seguir
trabajando con ellos y en sus muchos viajes los llevé a la Unidn Soviética, donde serfan
empleados de forma mds amplia y se estandarizarian muchas de las técnicas necesarias para

controlarlos (Bunting, 1997).

Con los afios caerfa fa Unidn Sovi€tica y con ella sus departamentos avocados a la
clencia. en este proceso gran parte de su conocimiento {ue sedimentado y olvidado. como
seria el caso de los bacteriofagos (Bunting, 1997). Sin embargo en afos recientes una nueva
generacion de cientificos occidentales estd considerando darle una nueva oportunidad a este
tipo de tratamientos, motivados por el desarrollo de resistencia, por parte de las bacterias. a
casl cualquier tipo de antibidtico comercial (Phage Therapy Center, 2009).

2.4 ;(Qué caracteriza a un bacteriéfago?

Un bacteriéfago es un virus que se caracteriza por escoger células bacterianas como
hospederos. Una vez que entra a la c¢€lula de la bacteria, puede optar por dos formas de

comportamiento, a estas fases se les conoce como lisogénica y lisolitica:

» Lisogénica: fase latente que puede adoptar el bacteriéfago. El material genético del
virus se inserta en la célula bacteriana y a continuacién se integra al genoma de la
bacteria. Como resuitado de este proceso cada que la bacteria realiza la divisién
celular no solo copiard su material genético sino que también el del virus, que se

mantendrd indefinidamente unido a la bacteria y pasard a formar parte de la
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progenie que llegue a generar. La bacteria no es destruida o muestra algiin dafio por

integrar al bacteriéfago, pero puede adquirir nuevas propiedades (Todar, 2008).

Lisolitica: fase destructiva que puede adoptar el bacteridfago. La insercion del
material genético es igual que en la lisogénica, pero el bacteriéfago secuestra la
magquinaria de reproduccién genética de la bacteria completamente, avocindola a
reproducir solo proteinas y genomas virales, que se ensamblan para formar
bacteriéfagos nuevos que terminaran por lisar a la bacteria. Una vez que destruyen a
la bacteria los nuevos bacteriéfagos, salen a buscar mas bacterias a las cuales
infectar y que también terminaran por destruir. Esta fase es de particular interés para
controlar a las bacterias (Todar, 2008) (Figura 1).
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2.5 Los bacteriofagos en la agricultura

[.os bacteriofagos, tras haber sido probados en el campo de {a medicina humana. también

fueron empleados para combatir plagas agricolas de origen bacteriano. Mallman vy

Helmstreet fueron algunos de los primeros en probar diches tratamientos en el afio de 1924

{(Tan solo a 9 anos del reporte que Twort hizo de su descubrimiento), donde buscaron aislar
1
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bacteriéfagos para la bacterta Xanthomonas campestris pv. campestris (LLa bacteria X.
campestris pv. campestris causa una enfermedad comimn en cruciferas, conocida como
“pudricion negra”), el asilamiento lo hicieron a partir de filtrados de lechugas enfermas.
donde con éxito encontraron fagos que ayudaba a inhibir el desarrollo de dicha bacteria
(Jones et al., 2007).

El trabajo de Mallman y Hemstreet no fue un caso aislado, sino parte de un verdadero
interés de la comunidad cientifica de principios del siglo XX de experimentar con los
bienes que los bacteriéfagos podian aportar. Es asi como trabajos para controlar plagas
propias de la zanahoria, algodén, maiz, entre otros cultivos fueron apareciendo a lo largo de
1900. Pero en general no se consiguié mucho control sobre la técnica, cosechando
resultados variables. El entusiasmo y la intuicidn era lo que tenia en pie a estos trabajos
pioneros, y fue la falta de control y entendimiento de los fundamentos del fenémeno litico
lo que terminé por diluir ese entusiasmo. Sin las bases moleculares adecuadas, la bisqueda
de un virus para cada patégeno resultaba mas exhaustiva que la aplicacién de un agente de
combate generalista, antibidticos y compuestos de cobre, ademas de que su aplicacion
demanda mas cuidados, sobre todo en las partes aéreas de las plantas, donde por ejemplo
los fagos se vuelven muy vulnerables a radiaciones UV. Los bacteriéfagos terminaron por
perder la atencion del sector industrial, que mejor invirtid en los antibidticos, sellando
aparentemente el futuro de las terapias a base de bacteriéfagos en el sector agricola (Jones
et al., 2007).

Sin embargo, a principios del siglo XXI la aplicacién de bacteriofagos sobre
enfermedades causadas por bacterias ha atraido de nuevo la atencién, tanto para realizar
investigacién publica como privada. Debido a la aparicién de bacterias mds agresivas y de
la accién limitada de los tratamientos convencionales. Siendo la agricultura uno de los
lugares donde la terapia con bacteriéfagos requiere mostrar su validez, pues muchas de las
bacterias que hoy presentan resistencia a los antibidticos con que se les combate,
aparentemente desarrollan su resistencia en el campo y después pasan infectar a los
humanos, a través del consumo y contacto que se tiene con los productos agricolas (Imal,
2003).

En la agricultura se usan antibidticos de forma abusiva, como métodos preventivos o
para el combate directo de las enfermedades, este uso de los antibidticos cada vez esta mas
generalizado, ademds de que los niveles de antibidtico utilizados para tratar a las bacterias

se encuentran siempre en aumento, por la resistencia que estas van desarrollando. Se cree
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que de forma indirecta se estdn generando patégenos humanos mas agresivos y resistentes,
que pueden estar mezclados entre las bacterias propias de los cultivos a la hora de aplicar
los antibidticos y que al estar sometidas a esta presidn, también generan resistencia (Imal.,
2003). Si los bacteriéfagos pudieran mostrar su utilidad en la agricultura, este panorama
podria desaparecer y un manejo mads saludable del campo se podria conseguir. En el
mercado ya comienzan a circular algunos productos elaborados a partir de este principio,
como es el caso de la compania Omnilytics, que dispone de un tratamiento llamado
Agriphage contra la bacteria X. campestris pv. campestris (Omnilytics, 2004). Sin embargo
mucho falta por hacer, para incrementar el conocimiento que se tiene en esta drea y generar

técnicas confiables y faciles de estandarizar.

2.6 Aislamiento y uso exitoso de bacteriofagos para combatir bacterias patdgenas en la

actualidad:

Varios son los sectores que actualmente usan terapias a base de bacteriéfagos, un ejemplo
es el de la acuicultura, donde los bacteriéfagos han podido dar uno de los mejores
resultados que hasta la fecha son obtenidos, sin duda relacionados con el medio en el cual
se desarrolla esta actividad, que es el agua y que resulta un medio idéneo para el
mantenimiento y dispersion de los bacteriéfagos (Inal, 2003). La acuicultura al igual que la
agricultura, antes solo contaba con controles quimicos para combatir a las bacterias que la
afectaban, estas bacterias con el paso de los afios comenzaron a volverse mas resistentes y
agresivas, al generar resistencia contra los agentes quimicos que antes lograban controlarlas
vy esto trajo consigo pérdidas econdmicas importantes. La falta de tratamientos alternativos
y la urgencia de resolver los problemas que la industria enfrenta, hizo que investigadores
como Park et al. (2000) Japén, probaran tratamientos a base de bacteriéfagos, por ejemplo
en el afno 2000 estos cientificos aislaron dos bacteriéfagos para la bacteria Pseudomonas
plecoglossicida que causa una enfermedad mortal en los peces ayu, cuya crianza es
econdémicamente importante para este pafs, y concluyeron que un tratamiento en base a
estos dos bacteriofagos aislados, evitaba el crecimiento de las poblaciones de P.
plecoglossicida en el agua, sugiriendo que estos bacteribfagos podrian ser empleados
profilicticamente para evitar una transmisién horizontal del patdgeno entre las poblaciones
de ayu (Park et al., 2000).

No solo en la acuicultura se han podido hacer aislamientos y elaborar tratamientos
exitosos con bacteriéfagos, actualmente también se han probado para desarrollar

tratamientos para humanos, como es el caso de los aislados para la bacteria Enterococcus
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faecium resistente a la vancomicina, que en los hospitales y casas de cuidado de Estados
Unidos, resulta un gran problema, al infectar el tracto digestivo de pacientes con un sistema
inmunolégico deficiente, este trabajo aparecié en 2002, obra de los cientificos americanos
Biswas et al., reportando un 100% de éxito al salvar a los ratones infectados con la bacteria
y que fueron probados con el tratamiento, planteando que esta prueba, con las herramientas
modernas con las que hoy cuenta la ciencia, podria abrir la posibilidad a nuevos estudios
que buscaran bacteriéfagos para otras bacterias a las que los antibiéticos conocidos ya no
les producen ningun efecto. Como es el caso de la muy peligrosa cepa Staphylococcus
aureus resistente a la vancomicina y meticilina (Biswas et al., 2002), que fue por primera
vez reportada en el afio 2000 en Japén y que causé panico entre la comunidad médica, al
ser el primer caso registrado de una bacteria resistente a la vancomicina (Inal, 2003).

Avdn mds importante para este trabajo es el que exista un reporte de aislamiento y
terapia en base a bacteri6fagos para la bacteria E. carotovora subsp. carotovora,
sospechosa de causar la “pudricion blanda” entre las distintas especies de agave del pais, el
trabajo mencionado fue hecho por Ravensdale ef al., en Canadd (2007), que lograron aislar
14 bacteriéfagos a partir de soluciones fertilizantes que se empleaban en cultivos de
Zantedeschia spp., conocidas cominmente como Callas, que son unas plantas apreciadas
por sus flores a las que se les da un valor omamental. En este estudio Ravensdale ez al.
(2007) lograron reducir los sintomas de la “pudricién blanda™ que E. carotovora causa en
Callas en un 50% o mas, mientras que a las bacterias patdgenas de Callas lograron reducir
su crecimiento hasta en un 97%, siendo esta clase de resultados los que alientan a seguir
investigando sobre la materia (Ravensdale et al, 2007). Como estas investigaciones
mencionadas, otras tantas estan aflorando, solo el trabajo arduo y una mayor dedicacién al
tema por parte de la comunidad cientifica, dictaminardn cual sera el papel que los
bacteriéfagos jugardn en la sociedad, ain faltan muchas incégnitas por resolver, antes de
que estas particulas virales puedan volverse de uso corriente para las futuras generaciones.

2.7 Aislamiento, muitiplicacién y caracterizacion de bacteriofagos

2.7.1 Aislamiento y multiplicacion de los virus

Las téenicas de aislamicnto de virus en su mayoria tienen caracteristicas mecdnicas.
hasdndose en la diferencia de pesos v densidades que estas moléculas tienen con respecto a
las células u otros materiales de los cuales se extraen. Su bisqueda depende de la intuticion
del investigador. pues no hay metodologias disponibles que permitan rastrear virus liticos

que se ajusten a la bacteria para la cual se desean buscar. Idealmente estos virus deberian

22



encontrarse en los lugares donde la bacteria patdgena se distribuye. por lo que las muestras
a Investigar deberian de estar ligadas al desarrollo de las bacterias con la finalidad de

encontrarlos.

Si se tiene éxito y se logra aisfar un bacteriéfago interesante para la bacteria objetivo,
hay que buscar reproducirlo cuantas veces sea posible, para asi tener un acervo del agente y
otro tanto para pruebas y aplicaciones sobre la bacteria. La forma mds sencilla de
reproducir al virus, es la de ponerlo en contacto con una colonia de bacterias abundante de
la cual es pardsito, esto se leva a cabo en medios de cultivo liquidos para bacterias. de los
cuales por metodologias mecdnicas al final se podra obtener un sobrenadante con una

poblacién abundante de virus (Van Twest y Kropinski, 2009).
2.7.2 Caracterizacién

La caracterizacién mds obvia es la de la afinidad que el bacteridtago presentard para una
bacteria o grupo de bacterias en particular. También es importante determinar la
concentracién de particulas virales, la téenica més comuan para esto es la de ensayos en
placas, en donde distintas diluciones de preparados con bacteriéfagos son mezclados con
colonias de bacterias que sirven de anfitriones, estos después son puestos a crecer juntos en
un medio solido, en ¢l cual las bacterias [ormardn un tapete que contendrd huecos o claros
bien localizados ahi donde los virus hayan llevado a cabo su actividad litica. Esto no solo
permitird la enumeracién de los virus. sino también caracterizar la morfologia de su

inhibicion (forma del halo. tamafio, lisis clara o turbia, etc.) (Kropinski ez al., 2009).

También es de gran importancia la caracterizacién por medio de la microscopia
electrénica, que para la visualizacidn de virus fue aplicada en 1940. Es la tdcnica de tincidn
negativa para microscopia electrénica. introducida en 1959, la que revolucionaria el estudio
de los virus, permitiendo crear una cvidencia visual, compararfes. clasificarlos ¢
identificarlos, en ocasiones hasta el nivel de especies. El principio de la técnica de la
tincion  negativa  para  microscopia  electrénica, consiste  en  mezclar  particulas
{(bacteriéfagos) v una solucién densa en clectrones de una sal metdlica de alto peso
molecular y pequenio tamato molecular. las particulas son integradas a ia solucidn y al
ponerlas sobre un fondo obscuro estas se muestran blancas, produciendo un contraste que

puede ser fotografiado (Ackermann. 2009),
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2.8 Aislamiento vy caracterizacién de bacterias

Antes de comenzar con ¢l aislamiento y caracterizacion de bacteridfagos, hay que tener
aislada y caracterizada la bacterta de interés para la cual desean buscarse. Si se desconoce
al agente causal, en este caso la bacteria, hay que aislarla a partir de una planta enferma en
la cual se sospeche que su enfermedad proviene de una bacteria. Una vez va aislada hay
que proceder a su caracterizacion e identificacién. y posteriormente probar su

patogenicidad y virulencia.

Los estudios que se han hecho sobre “pudricion blanda™ en A. tequiluna ubican a las
bacterias £. carotovora y E. cacticida como los patégenos que causan la enfermedad.
Mientras que la especie Agave cupreata, que ¢s la especie de interés para este trabajo y que
también presenta problemas de “pudricion blanda’. no posee reportes en donde se haya
buscado aislar y caracterizar a la bacteria que ocasiona la enfermedad. Se sospecha que al
igual que en A. requilana, la detonante de la enfermedad es E. curotovora o alguna otra
bacteria del género Erwinia, pero hasta la fecha no hay trabajos publicados que corroboren

lo anterior.

Para poder hacer un diagnéstico precise de la enfermedad que A. cupreata presenta y no
solo hacer especulaciones. hace falta identificar y caracterizar a los agentes causales
(Jiménez et al., 2004). Un trabajo que se avocara a esta finahidad, debe tomar en cuenta los
postulados propuestos por los cientiticos Jacob Henle v Robert Koch. que strven como

referencia a cualquier investigacion con este propoésito.
2.8.1 Postulados de Henle-Koch sobre el aislamiento de un agente patogeno

Henle y Koch desarrollaron unos postulados que permiten evaluar la relacién causal entre
un agente infeccioso v una patologia determinada a la cual el agente infeccioso es asoctado.
Estos postulados fueron presentados entre los aftos de 1884 y 1890, los ires conceptos

bédsicos de estos postulados pueden ser resumidos de la siguiente manera (Evans. 1976):

I} El parasito se presenta en cada uno de los casos de la enfermedad que se estd
estudiando y bajo circunstancias que toman en cuenta los cambios patolégicos y el
curso clinico de la enfermedad.

2) No se presenta en ninguna owra enfermedad como un patdgeno fortuito vy no
patogénico.

Después de haber sido completamente aisiado del sujeto enfermo y ser

[
—

continuamente crecido en un medio de cultivo puro, este puede inducir la

enfermedad de nuevo.
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2.8.2 Aislamiento

Para aislar de suelos o tejido vegetal enfermo, en el caso de bacterias del género Envinia,
que ocasionan pudricién blanda, se recomienda usar un medio agar selectivo. Esto se hace
para restringir [a carga de bacterias que pudieran estar presentes en la muestra de la cual se
quiere hacer el aislamiento. Si se usara un medio agar rico en nutrientes. como por ejemplo
el medio LB. se obtendria una poblacion de bacterias compleja que serfa diticil de manejar
para el investigador y de las cuales pocas tendrian que ver con la causa de la enfermedad
(Cuppels y Kelman, 1973).

El medio a escoger debe estar pensado en base a particularidades que distingan a la
bacteria que se estd buscan para separatla dei resto de las demds. Ingredientes que permitan
el crecimiento y desarrollo de la bacteria de interés, pero que restrinjan la aparicion de otros
organismos mds generalistas. Tras terminar esta seleccién en base a los nutrientes
disponibles en el medio, se procede a realizar una caracterizacién que permite simplificar
ain mds la muestra de bacterias que se obtuvo duramte el aislamiento, que es la
caracterizacién bioquimica. en donde la capacidad de productr ciertas proteinas esenciales
para causar un dafio tisular en el vegetal es evaluada, estas protefnas son las enzimas

celulasa y pectinasa.
1.8.3 Caracterizacion bioquimica

La bacteria que ocasiona la “pudricion blanda’™ tiene como caracterfstica la produccidn de
dos de tipos enzimas, las pectinasas v celulasas, que le ayudan a degradar la pared vegetal.
E. carotovora produce las enzimas pectato liasa (Pnl), pectin liasa (Pel) y poligalacturonasa
(PGL) que le permiten utilizar al pectato (poligalacturonato, PGT) como fuente de carbono.
que es un componente importante de las sustancias pécticas que estdn presentes en las
paredes celulares de las plantas superiores (Chatterjee ef af.. 1983). E. carotovora también
es capaz de producir celulasa, que no es una enzima conocida por macerar ejidos. pero que
sin embargo se cree que contribuye en la virulencia, al aumentar la accidn de las pectinasas,
ocasionando estrés cn aquellas células vegetales que previamente ya fueron daiadas por
actividades pectoliticas, y por proveer a la bacteria [uentes de carbono y nitrogeno a través
de fa degradacion de sustancias poliméricas (Murata ¢f al. 1991). La patogenicidad o
virulencia de las bacterias fitopatogénicas Gram negativas, depende de la presencia de
aparatos de secrecién en sus células. a través de los cuales ellas secretan sus proteinas o
nucleoproteinas involucradas en la virulencia que son capaces de causar en ¢l apopiasto
vegetal o invectar en la célula anfitriona. al dia de hoy cinco de estos sistemas han podido

ser descritos, numerados del 1 al V. En el caso de fas enzimas celulasa y pectinasa, ainbos
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grupos de enzimas son secretados por el Sistema de Secrecidn Tipo I (T2SS, por sus siglas

en inglés) (Buonaurio. 2008).

El sistema de secrecion tipo I es codificado por al menos 12 genes v transporta a un
grupo de proteinas aparcntemente disimiles a través de la membrana externa de la bacteria,
en general las proteinas secretadas por este sistema. estdn relacionadas con la destruccion
de varios tejidos, que contribuyen a causar dafio celular y enfermedad. La expresion de los
genes que codifican para estas proteinas y. en algunas ocasiones, los genes del T2SSII estdn
bajo el control del Quorumn-Sensing o estrictamente regulados por el ambiente en el sitio
donde la bacteria esta colonizando. El quorum-sening es un mecanismo con el cual algunas
especies de bacterias controlan la expresién de ciertos genes. en respuesta a su densidad
poblacional (Sandkvist, 2001).

Existen dos pruebas sencillas que permiten detectar la presencia de celulasas y
pectinasasen en una colonia de bacterias. Estas pruebas se llevan a cabo sobre dos medios
con agar y la deteccién de las enzimas se hace por el cambio de coloracidn que estos sufren
durante la prucba. El que permite detectar celulasas es conocido como medio Cel y el que

permite encontrar pectinasas se le conoce como Pel.
2.8.3.1 Pruebas de produccion de celulasas {Cel)

Los medios Cel son elaborados con carboximetil celulosa (CMC) y es la degradacion de la
CMC por las enzimas que pueden producir las bacterias lo que se busca encontrar (Kasana
et al. 2008). esta degradacion se detecta por medio de un colorante que se une a las
moléculas de CMC. dejando sin colorear aquellas zonas que en donde el CMC haya sido
degradado (Lamb y Toy. 2003). En los medios empleados en las pruebas Cel se pone a
crecer la bacteria que desea ser probada o solo un sobrenadante de un medio donde esta
bacteria crecid, después estos son bafiados con bromuro de amonio hexadeciltrimetil o rojo
Congo seguido por cloruro de sodio. segin se prefiera. En ambos casos se obtiene una zona
de hidrdlisis sin colorante. que muestra la accioén de la celulasa extracelular (Kasana er al.,

2008).
2.8.3.2 Pruebas de produccion de pectinasas (Pel)

Los medios Pel son elaborados con sustratos de pectina o pectato. Y con ellos se detecta la
presencia de enzimas pectoliticas o pectinoliticas, al poner a crecer sobre ellos una colonia
de bacterias o depositar un sobrenadante que provenga de un cultivo donde las bacterias se
desarrollaron. como en las pruebas Cel. La accion de las enzimas puede ser detectada en

estos medios observando depresiones en el gel alrededor de donde ta colonta crece o donde

26



el sobrenadante estuvo presente, o con ayuda de una solucidn precipitante, como ¢l acetato
de cobre. Cuando se usa la sustancia precipitante, se forma una zona clara alrededor de las
colonias de bactenas capaces de producir pectinasas. donde la sustancia precipitante no
pudo hacer su efecto debido a la ausencia de pectina o pectato. mientras que el medio que
rodea a las colonias no productoras de pectinasasse torna opaco por accién de la sustancia
precipitante. mostrando que la pectina o pectato de estas zonas adn cstd sin degradar
(McFeeters et al., 1992).

2.8.4 Caracterizaciéon molecular

La caracterizacion bioquimica y fenotipica puede resultar insuficiente a ia hora de intentar
caracterizar una bacteria. Para eliminar este problema se pueden realizar prucbas que dan
un grado mayor de especificidad, entre estas pruebas se encuentra el andlisis del espacio
intergénico entre los genes altamente conservados que codifican para 16S y 23S y que estdn

presentes en todas las bacterias.
2.8.4.1 ITS *“Intergenic Transpcribed Spacer™

Los genes que codifican para 165 y 23S en el ADN rbosomal son comunes en todas las
células procariontes y poscen secuencias altamente conservadas, sin embargo la region
intergénica entre los genes que codifican para 16S y 23S en el ADN ribosomal, es conocida
por ser mds variable que los genes estructurales que la flanquean y es por esta caracteristica
que es propuesta como una herramienta prometedora para el andlisis de varios grupos
taxonémicos (Hinrikson ef af., 1999).Los genes que codifican para 16S vy 235, al ser
comunes y estables. se convierten en un punto de referencia al buscar divergencia entre
diferentes organismos a los cuales se desea comparar (Glirtler y Stanisich. 1996). Los
métodos que se emplean para el analisis de esta regién involucran la amplificacion del
ADN de la region intergénica entre 16S y 23S, con oligonuciedtidos iniciadores dirigidos a
regiones altamente conservadas en los genes de 16S v 23S. La regién intergénica entre 168
v 235 entre distintas especies puede mostrar una alta heterogeneidad tanto en su Jongitud,

como en la sccuencia de sus nucledtidos (Fisher v Triplett. 1599).

Dos técnicas sencilias y disponibles en Ja mayoria de los laboratorios para el andlisis de
la longitud de la regidn intergénica entre 16S y 23S, son las téenicas ITS-PCR y RFLP-
PCR. El ITS-PCR (Intergenic Transcribed Spacery o Espaciador transcrito intergénico es
una téenica que permite analizar la regién intergénica entre los genes 168 vy 23S, por medio
de la amplificacion de esta regidn. Aungue solo es una herramienta confiable cuando no se

desea profundizar mucho en [a filogenia de los organismos con los cuales se trabaja. ya que
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la técnica no permite dilucidar bien las diferencias en la region intergénica cuando se
trabaja con organismos muy emparentados, conio es en el ovden de las subespecies, pues la
téenica ITS solo muestra la longitud o tamano total de la secuencia de ADN dentro de la
regidn intergénica. pero no el acomodo de las bases que la conforman (McCullough er al.,
1998) (Figura 2).
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Tigura Z. Ssquema de una ITS-PCR con tros bacterias hisctéticas, fas bacterias supuesiamaente pertenecen a distintas
) ad
sspecies v al ser sometidas 3 ‘a2 prusba ITS-PCR, muestran una diferencia notablz en el tamafo de su regidn

nterganica 185-235.
2.8.4.2 RFLP “Restriction Fragment Length Polymorphism”

Algunas técnicas sencillas de la biologia molecular con base en la PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa). como la [TS. permiten caracterizar entre especies que tienen una
filogenia muy divergente con facilidad. pero si se desea tener un grado mayor de
especificidad resultard insuficiente. Como en ¢l caso de bacterias que posean una filogenia
bastante estrecha y que requicran ser analizadas en el orden de las especies o subespecics
(Waleron et al., 2002). La técnica RFLP antes ya ha sido utilizada con éxito para la
identificacion de bacterias pertenecientes al género Erwinia. permitiendo clasificarlas en el

orden de especies y subespecies de manera practica y sencilla {Toth er ol.. 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema do 13 prugha RELP-PCR. {1} Se muestra 2 ires bacterizs hisotéticas de lzs gue se ootienen
frpgmentos dei mismo tamaie de su regidn intargénica 185-235 2l utilizar la prusba ITS-PCR y gue no permite

sHerenciarias entra s {2} S& muesira res 2 las mismas tras bacterias, ras someterse a una prusba KFLP-PLR v usar

una enzima de restriccidn, o3 posible encontrar diferances notagles entre (25 tres bocterms Mipotéticos.

La técnica del andlisis de polimorfismo mediante longitud de fragmentos del
polimorfismo (Restriction fragment lenght polymorphism: RFLP) ayuda a evaluar la

variacion presente en el ADN sin recurrir a la secuenciacion completa de este.
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El andlisis RFLP emplea enzimas de restriccién como su herramienta principal. Las
enzimas de restriccion son endonucleasas producidas por algunos procariontes. la funcidén
natural de estas enzimas es de proteccion, al destruir moléculas de ADN extrafias que
puedan invadir a estos procariontes. Estas enzimas reconocen y cortan secuenclas
especilicas de ADN, que pueden ser de cuatro. cinco o sets bases. La ciencia a estas
enzimas les ha dado varias aplicaciones, una de cllas es como herramienta analitica
(Weising et al., 2005).

En el andlisis RFLP las enzimas de restriceidn son usadas para digerir una moléeula de
ADN particular. dando como resultado un juego de fragmentos reproducibles con

longitudes bien definidas (Weising ¢7 al.. 2005).
2.8.5 Caracterizacion por patogenicidad

Como parte esencial de los postulados de Henle-Koch hay que inocular al agente aislado en
un individuo de la misma especie del cual se extrajo, tercer postulado. Para cste propdsito
existen técnicas como la infiltracién, en la cual se inyecta a la bacteria, aislada y mantenida
en laboratorio, en una hoja modelo del vegetal del cual la bacteria fue aislada y en la que se
pueden monitorear todos los eventos que ocurran tras la inoculacién (Klement, 1963).
Solanilla y Palenzuela proponen que un patégeno exitoso tiene que ser capaz de:

1) Entrar en el tejido vegetal a través de aperturas naturales como los estomas o las
heridas.

2) Sobrevivir en las condiciones desfavorables prevalentes en el apoplasto.

3) Utilizar y manipular los recursos de la planta para promover su propio crecimiento
(Solanilla y Palenzuela, 2009).
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4. Planteamiento del problema

El sistema bajo el que actualmente se produce el agave propicié un cuello de botella
genético, la aparicion de patdégenos que pudieran aprovecharse de la situacién era facil de
prever. Uno de estos patdgenos que aparecié es de origen bacteriano, presumiblemente del
género Erwinia, a quien poco le costd esparcirse entre los cultivos de agave, en el cual estd

causando pérdidas millonarias.

La zona productora de mezcal del estado de Michoacdn es aquejada por esta
enfermedad bacteriana, sin que a la fecha se hayan estudiado sus particularidades, la
especie A. cupreata, de la cual este trabajo se ocupa, es una de las afectadas y su cuadro
patolégico hasta ahora no ha sido estudiado, cualquier referencia a él se hace en base a lo
que ocurre con la especie A. requilana, pero al ser especies distintas, no se puede esperar
tener exactamente la misma problematica, hace falta crear una fuente de referencia para la
“pudricion blanda” que la especie A. cupreata presenta, que no solo ayudaria a comprender
mejor a esta especie y el problema con el cual deben lidiar los productores de mezcal, sino
también crear un panorama mads vasto de esta enfermedad llamada “pudricién blanda™ que

infecta a las especies de agave presentes en el territorio nacional.

Cuando los cultivos presentan una enfermedad originada por bacterias, ¢l método mas
comun para tratar este tipo de problemas consiste en emplear antibidticos y compuestos de
cobre, es costoso y poco efectivo. Ademads acortan el tiempo por el cual puede ser empleada
una tierra de cultivo, ya que limitan ¢l aprovechamiento de los nutrientes del suelo. Estos
tratamientos inespecificos no son solo nocivos para las bacterias que dafian al cultivo,
también lo son para el resto de los organismos benéficos con los que el antibidtico o
compuesto de cobre entra en contacto. Otros dafios colaterales que ocasionan son la
destruccién de las comunidades de seres vivos que ayudan a restituir los nutrientes y
mantener aireados los suelos, tras su aplicacion los antibidticos pueden filtrarse o pasar a
cuerpos de agua a los que envenenan, las sustancias también pueden quedar asentadas en el
campo por periodos prolongados sin ser degradadas y preduciendo intoxicaciones.

El descubrimiento de un grupo de agentes de control especificos y efectivos
(bacteriofagos) para las bacterias que causan la pudricién blanda en el agave dentro del
estado de Michoacdn, podria derivar en la concepcién de un tratamiento integral, que
ayudaria a prolongar la actividad econdémica de los mezcaleros y tequileros. Donde se
mantendria controlada la “pudricién blanda” causada por bacterias, se reduciria la
degradacién de los sustratos empleados para la labranza y se protegeria la biodiversidad

que estd asociada al cultivo de esta planta.
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5. Justificacién

Cuando los cultivos presentan una enfermedad originada por bacterias, el método mads
comun para tratar este tipo de problemas consiste en emplear antibiéticos y compuestos de
cobre, lo que es costoso vy poco efectivo. Es importante sefialar que una posibilidad es que
el mismo medio en donde se produce la pudricién blanda podria contener la respuesta para
controlar la enfermedad. Los bacteriéfagos representan uma respuesta natural a esta
demanda, gracias a que son pardasitos obligados de bacterias, funcionando como llaves
moleculares de alta especificidad que evaden los dafos colaterales, que otros agentes contra
bacterias pueden causar. Los estudios que se han hecho sobre “pudricicn blanda” en A.
tequilana apuntan a las bacterias E. carotovora y E. cacticida de ocasionar la enfermedad.
Mientras que la especie Agave cupreata, que es de interés para este trabajo y que también
presenta problemas de “pudricién blanda”, no posee reportes en donde se haya buscado
aislar y caracterizar a la bacteria que ocasiona la enfermedad. Se sospecha que al igual que
en A. tequilana, la detonante de la enfermedad es E. carotovora o alguna otra bacteria del

género Erwinia, pero hasta la fecha no hay trabajos publicados que corroboren lo anterior.

Por lo anterior en esta investigacion se propone describir algunas de las particularidades de
la “pudricién blanda” que presenta A. cupreata, de las cuales no se tiene registro alguno y
que ayudarfa a los productores a tomar medidas cuando en sus cultivos aparezca, no solo se
podria comprender mejor la naturaleza del patégeno bacteriano con este estudio, sino
también podria buscarse un bacteriéfago asociado a €l que podria ayudar a controlar el
problema. Esto en base a que la solucién disponible en el mercado, alterna a la de los
antibidticos y los compuestos de cobre, se vuelve necesario invertir en investigacion que
proponga nuevas técnicas que capturen el interés de la industria. Por lo que ademds la
investigacion para tratamientos en base a bacteriéfagos no es una apuesta arriesgada o
completamente nueva, ya que su efectividad se ha probado anteriormente para contrarrestar
otras enfermedades, con un costo inferior al que se requeriria para el desarrollo de un nuevo
antibiético, sin mencionar las pobres perspectivas que existen de encontrar uno nuevo en un

plazo razonable de tiempo.
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6. Hipotesis

En los agaves infectados por pudricién blanda en el Estado de Michoacin podrian
encontrarse varias bacterias asociadas a la “pudricién blanda” en Agave, cuyo aislamiento y
caracterizacion ayudaran a desarroliar un tratamiento contra la enfermedad al aislar junto

con estas a bacteriéfagos con una alta actividad litica.
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7. Objetivos

Identificar al agente causal de la “pudricién blanda” y aislar bacteriéfagos para la bacteria

que causa “pudricién blanda” en A. cupreata en el estado de Michoacén.

o Colectar tejido de A. cupreata enfermo por pudricién blanda en el estado de
Michoacan.

¢ Aislar bacterias a partir de tejido de A. cupreata colectados.

¢ Caracterizar bioquimica, molecular y patogénicamente a las bacterias aisladas.

¢ [Estandarizar técnicas de aislamiento de virus (bacteriéfagos).
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8. Métodos

Metodologia

Recoleccion de muestras

Aislamiento de bacterias

‘/‘M ’

Caracterizacion Criopreservacion

Pruebas bioquimicas

Pruebas de caracterizacidn molecular

Pruebas de fitopatogenicidad |- - Ajsiamiento de Bactericfagos

Figura 4. Distintas etapas de ja metodoiogia empleada durante esta investigacion.

En la Figura 4 se presenta de manera esquemdtica los pasos generales que se siguieron para

alcanzar los objetivos planteados en este trabajo de investigacién.
7.1) Cepas de bacterias testigo usadas durante los experimentos:

Escherichia coli: cepa de laboratorio (no comercial, aislada y mantenida por el laboratorio
de Biotecnologia vegetal del CIATE]), criopreservada junto con medio Luria Bertani (LB)
y glicerol a -80°C. Para su crecimiento en medio liquido se usaba medio LB y para su

crecimiento en medio sélido LB con agar.

Dikeya dadantii: cepa de laboratorio (no comercial, mantenida por el laboratorio de
Biotecnologia vegetal del CIATEJ) criopreservada junto con medio LB y glicerol a -80°C.
Para su crecimiento en medio liquido se usaba medio LB y para su crecimiento en medio

sOlido LB con agar

Pseudomona psyringae: cepa de laboratorio (no comercial, aislada y mantenida por el
laboratorio de Biotecnologia vegetal del CIATE]J) criopreservada junto con medio King ez
al. (KB) y glicerol a -80°C. Para su crecimiento en medio liquido se usaba medio KB

liquido y para su crecimiento en medio solido KB.
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Pseudomona aureoginosa: cepa de laboratorio (no comercial, aislada y mantenida por
el laboratorio de Biotecnologia vegetal del CIATE]), criopreservada junto con medio Luria
Bertani (LB) y glicerol a -80°C. Para su crecimiento en medio liquido se usaba medio LB y

para su crecimiento en medio solido Agar nutritivo (NA).
7.2 Aislamiento de bacterias

Antes de comenzar a caracterizar y aislar bacteridfagos, se realizé alslamiento y
caracterizacion de bacterias. el aislamiento de bacterias se hizo a partir de muestras
procedentes de agaves enfermos por pudricion blanda, en base a los sintomas
caracteristicos como son: un olor fétido. un tejido macerado y un color morado en el
cogollo del agave. en algunos casos ¢l dario también se puede extender a la pifia del vegetal
y en suelos dcidos algunas especies pueden secretar jugo celular (CRT-Comité Téenico

Agrondmico. 2005).
7.3 Colecta y almacenamiento de muestras

Se colectd un total de diez agaves con sintomas de pudricion blanda, todos ellos
pertenecian a la especie A. cupreata. Procedian de distintos predios ubicados en
Michoacdn. dedicados a la produccién de mezeal. Asimisimo se tomaron muestras de suelo
en cada uno de estos lugares visitados, con la finalidad de aislar bacteridfagos de eilas. Los
predios de los cuales se colectaron los agaves y su ubicacion se muestran en el Cuadro 1.

La colecta se realizo del 28 de Mavo del 2011 al 2 de Junio del 2011,

Cuadro 1. Predios en ios cugles se resiizd 12 colecta del material con el que se trabaiaria durante 18 investigacién.

Municipio Localidad Predio Ubicacion Geografica  Altitud (imsn m)

Madero Etdcuare Ei Huizachal N 19° 25" 31.4” 1624
O 101712 51.4

Madero Eticuaro Las Campesinas N 19°24°20.1" 1537
O 101° 117 57

Morelia- Tumbisca El Limén N 19732 2147 1866
Madero O 101°05" 41.87
Morelia- Tumbisca Agua Dulce N 19° 32" 447 2132
Madero O 101704 39 4™
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7.4 Aislamiento de bacterias en medio M-9+PGA!

Una muestra de tejido enfermo. con un peso de 2 g, fue tomada de los agaves v lavada con
una solucidn solucién de agua (90%) e hipoclorito de sodio (109%). tras el lavado fue
colocada en un tubo tipo Falcon, con capacidad de 15 mL. junto con agua estéril (aforado a
15 mL) (Mikicinski er al, 2010). El tejido podia estar en estado avanzado de
descomposicion o medianamente podrido. Los colores de la muestra oscilaban entre varias
tonalidades de amarillo v caté, en ocasiones el café fue obscuro y de consistencia viscosa.

Estas muestras también poseian un penetrante y caracteristico olor a fermento.

Tras colocar el tejido en el tubo con agua, este fue agitado en un vortex por alrededor de
5 min. de este agitado se obtuvo un sobrenadante. del cual se esperaba contuviera bacterias
(Mikicinski et al., 2010). Este sobrenadante fue empleado para realizar diluciones seriadas
de: 107! hasta 10 *dentro de tubos tipo eppendorf con una capacidad de 2 mL. las
diluciones fueron hechas con agua estéril. Al terminar se tomaron 100 uL de cada una de
las diluciones y se les coloco sobre cajas de petri con medio selectivo M-94+PGA, donde se
les esparcfa usando un asa bacteriolégica, al terminar la inoculacidn, se incubaban las cajas

de medio con el inoculo durante 3 dias.

Pasados los 3 dias. se revisaron los cultivos, para observar si presentaban crecimiento
de bacterias. Si lo habia. se seleccionaban aguellas cajas donde realizar aislamiento de
colonias resultara sensato. Ya que se podia Hegar a obtener cajas muy saturadas por
colonias bacterianas. de dificil diferenciacion y de las cuales resultaba casi imposible aishar
colonias limpias. sobre todo en aquellos medios M-9 que recibian una inoculacién de una
muestra sin diluir. Para los aislamientos de colonias se tomaron las dleimas diluciones que
aun habian provocado crecimiento en el medio, que por lo general contenian colonias mejor
diferenciadas y que de cierta forma representaban aquellas que tenian mayor [recuencia
poblacional dentro de Ja muestra. Estas colonias que se tomaron fueron reaisladas a cajas de
petri con medio Agar Nutritivo (abreviado NA, por su nombre en inglés Nutrient Agar)
(Mikicinski et al., 2010).

7.5 Reaislamiento de colonias en medio selectivo con agar a medio natritivo NA

El medio Nutritivo empleado fue de la marca Sigma Aldrich®.”

! Para ver los componentes del medio M-9+PGA consultar el Anexo: Componentes de los Medios de Cultivo.

? Para ver los componentes del medio NA consultar el Anexo: Componentes de los Medios de Cultivo.
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Para el reaislamiento de la colonia y su desarrollo se tomé una colonia con un asa
bacteriologica y se hizo una estria en algin punto dei medio. después se esterilizo el asa
con la ayuda de un mechero. Esterilizada, se¢ hizo otra estria a partir de la dltima linea
trazada con la primera estria. pero en direccién opuesta. Esta operacién se repitié una vez
mads, de forma que al final se obtuvieron tres estrias. Una representacidn gralica se observa

en la Figura 3.

1° Estria

2° Estria
_&—ﬂ'-‘

&« 3° Estria

Fizura 5. Esguema de I35 zsirias que se hicleron con un asa bactoripltgica para sembear las colonias de bacterias

sobre tos medios de Azar Notritivo,

Las estrias en los medios se realizaron para disgregar cualquier asociacion de bacterias
que pudiera presentarse. ya que en ocasiones lo que se consideraba como una colonia pura,
con una sola especie de bacterias conformandola. resultaba en dos o tres asociadas. La
primera estria que se trazaba tenja la mayor carga de bacterias, mientras que con las estrias
subsecuentes se tba disminuyendo la carga bacteriana, pues se trazaban empleando solo
aquellas bacterias que pudieran obtenerse del extremo de Ia estria anterior, era una especie
de dilucion de la muestra. 51 en electo aparecis mas de una colonia, tan solo se volvian a

aisiar y se cultivaban en nuevos medios NA hasta desarrollar lineas puras.

Aisladas y purificadas las colonias de bacterias, fueron puestas a crecer en medio
liqguido LB. A fin de disparar el crecimiento de la colonia y obiener suficientes bacterias

como para poder criopreservarias y hacer pruebas de actividad enzimatica.
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7.6 Crecimiento en medio Luria-Bertani (LB)’

En un matraz con capacidad para 125 mL se sirvieron 20 mL de medio LB liquido. Sobre
este medio, fue colocada una muestra de las colonias de bacterias obtenidas en ¢l paso de
“Reaislamiento de colonias en medio selectivo con agar a medio nutritivo NA”. La muestra

se tomd con un asa bacteriolégica.

Las bactertas en el medio LB liquido. fueron incubadas a 26°C. usando un agitador
orbital 200 mpm durante 24 h (ON. overnight), para el crecimiento de las bacterias. El
ammento en el ndmero de bacterias permitié obtener suficiente material bioldgico como

para criopreservar una parte y realizar pruebas bioquimicas (Sezonov ¢t al., 2007).
7.7 Criopreservacion

En viales criogénicos con capacidad para dos mililitros se colocaron 800 uL de glicerol
[00% junto con 800 uL de bacterias crecidas durante 24h en medio LB liquido. Al
concluir, se agitd para que se mezclaran bien el glicerol y las bacterias, ¢l glicerol evita que

cristales de hielo rompan la membrana celular de las bacterias (Hubdlek, 2003).

Mezcladas y debidamente etiquetadas, las bacterias fueron guardadas en un
uitracongeldor (Thermo Scientific, Forma 900 series) a -80°C. Toda muestra fue guardada

con una copia, por si el original llega a ser contaminado al trabajar con €.
7.8 Caracterizacidn bioguimica: Pruebas enzimaticas
7.8.1 Pruebas para deteccion de Pectinasas (Pel)

Las pruebas para detectar la accidn de las pectinasas se realizaron sobre un medio lamado

Pel, que fue preparado en forma de gel.”

En el medio Pel se hicieron unos orificios empleando un sacabocados. Los agujeros que
se hicieron en el medio fueron tantos como bacterias se desed probar sobre él. En este caso
se elaboraron sets agujeros para bacterias desconocidas v dos para bacterias testigo. Las
bacterias testigo que se emplearon en todas las pruebas tueron Escherichia coli (que Lue el
control negativo. pues se sabe no produce pectinasas) y D. dadantii {que fue el control
positivo, conocida como productora de pectinasas). El acomodo de Jos orificios fue similar

al mostrado en la Figura 6.

* Para consuitar los componentes del medio LB, consultar el Anexo: Componentes de los Medios de Cultivo.

* Para consultar los componentes del medio Pel, consultar el Anexo: Componentes de los Medios de Cultivo.

39



Pozos para colocar el sobrenadante a probar

Control Positivo .
Control Negativo

Figura 6. Esquema con el acomodo de los orificios hechos sobre ef medio PEL empleando un sacabocados y sobre ios

cuales se coloed of sobrenadamte {controt positivo: &, dadantil, control negativo: £. coil).

En los orificios hechos en los medios Pel se colocd un extracto enzimdtico. Este
extracto se obtuvo haciendo crecer a las bacterias en medio LB liquido durante 24 h, ya
crecidas las colonias, de estas se colectaron 1.5 mL que fueron depositados en un tubo tipo
eppendorf con capacidad de 2 mL y fueron puestas a centrifugar a 13200 rpm durante 5
min. El sobrenadante obtenido tue colocado sobre los pozos. hasta cubrirlos bien,
empleando una micropipeta. Se dejo incubar el extracto enzimdtico en el medio durante 24
h a 26°C. El sobrenadante contenia solo las enzimas de las bacterias, proteinas que fueron
separadas por centrifugacién, por una diferencia en su densidad, siendo estas menos densas

que las células (Ried y Collmer, 1986).

Tras dejar incubar el extracto enzimdtico por 24h en los orificios del medio Pel, este fue
cubierto con Acetato de cobre al 7.5% y dejado en reposo duraate 2 h. Concluido ¢l tiempo
el acetato de cobre fue removide. El acetato de cobre confirié al medio Pel una coloracion
azul que permitié detectar ta accion de las enzimas pectinasa. Si hubo actividad enzimatica
alrededor del pozo donde se colocé el extracto, se podia observar un halo color bianco que
contrastaba de forma clara con el azul del medio. El halo se generd por 2 degradacion de la
pectina del medio, el sulfato de cobre se une a la pectina del medio por lo que no habia
coloracion azul ya que la pectina se degradd, en este caso el acetato de cobre no tifio
pectina (McFeeters ef al., 1992). El halo blanco se presenté en todas las pruebas del testigo
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positivo D. dadantii, mientras que el testigo negativo E. coli, no producia halo alguno. La

figura que se muestra a continuacién representa lo anteriormente descrito, Figura 7.

Halo que muestra
{a accion de las
pectinasas

Control Negativo,
sin halo.

Control Positivo

Figura 7. Esguema del revelado de una prusba PEL al terminar la tincidn con acetato de cobre, los halos blancos
indican actividaed enzimatica por parte de las pectinasss. La ausenciz de halo indicaba que no habiz actividad de

pectinasas {contrel positivo: B. dadanty, control negativo: E. coii}.
Variante usando medio M9+PGA liquido’ para el crecimiento de las bacterias:

Esta variante emipled el medio selectivo M9+PGA liquide para crecer a las bacterias, en

lugar de emplear el medio rico LB.

Con esta variante se probd la capacidad de producir pectinasas que las bacterias aisladas
tenian. Las bacterias al ser probadas en medio LB, donde todos los nutrientes que necesitan
tes son fdcilmente provistos, puede que no reciban un estimulo que les induzca a producitr la
enzima pectinasa. si es que tienen la capacidad para producirla. Mientras que al solo darles
Ia opcidn de obtener su fuente de carbono del PGA que contiene el medio MO9+PGA. puede
que esta limitante sea el estimulo que las bacterias necesitan para finalmente producir ia

enzima pectinasa,

Bacterias como D. dadanrii pueden producir enzimas pectinasa tanto si son crecidas en
un medio rico, LB, como si son crecidas en un medio minimo. M9+PGA. Es decir que las
colonias de D. dadantii producen las enzimas pectinasa durante todas las etapas de su

desarrollo. ¥ no solo cuando reciben un estimulo que les indica que necesitan producirla, es

® Para ver los componentes del medio M-9+PGA liguide consultar el Anexo: Componentes de los Medios de
Cultivo.
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por eso que funciona como conirol positivo. Pero otras bacterias no funcionan asi y

requieren de un estimulo para comenzar a producir la enzima pectinasa (Liu et «f.. 1999).
7.8.2 Pruebas para deteccion de Celulasas (Cel)

Estas pruchas sc llevaron a cabo sobre un medio denominado Cel, que fue preparado en

forma de gel.®

En el medio Cel como en el medio Pel. se hicieron unos orificios empleando un
sacabocados. Los agujeros que se hicieron en el medio fueron tantos como bacterias se
desed probar sobre €l. Se elaboraron seis agujeros para bacterias desconocidas y dos para
bacterias testigo. Las bacterias testigo que se emplearon en todas las pruebas fueron £. coli
{que fue el control negativo, pues se¢ sabe no produce celulasas) y D. dadantii (que fue el

control positivo, conocida como productora de celuiasas).

Al 1gual que en las pruebas Pel, sobre estos medios se usé un extracto enzimatico
que se obtuvo de las bacterias crecidas durante 24h en un medio liquido, LB, y después
centrifugadas a 13200 rpm (Ried y Collmer, 1986). Los orificios del medio fueron
cubiertos con el sobrenadante y dejados en incubacién 24 h. Concluido el tiempo de reposo
con ¢l extracto a los medios s¢ les dio un bafio con Rojo Congo al 0.2% y se les dej6 1 h
con el colorante, pasado este lapso de tiempo se removid el Rojo Congo que no habia
podido ser absorbide por el medio (Kasana er @l.. 2008). A continuacion se les dio otro
bafo a los medios. esta vez con acido clorhidrico (HCL) al 1 M, en cuanto el acido entrd en
contacto con el medio ocurrié un oscurecimiento en la coloracidn, los medios pasaron de
ser color rojo. dada por el Rojo Congo, a ser de una tonalidad azul obscuro. se les dejo
reposar 3 min con el dcido clorhidrico. Al concluir los 3 min se les retiré el dcido
clorhidrico vy se les dio un bafio final con clorure de sodio 1 M {NaCl). A los medios se les

dejé a reposar 24 h para que sccaran bien (Sazci er al., 1986).

Finalizadas las 24 h de reposo. las pruebas fueron revisadas. Ean ellas se apreciaron
halos alrededor del control positivo, los halos fueron color azul rev v solo se apreciaron
hien a contraluz, si otra bacteria presentaba un halo como el del control, esto indicaba que
también esta bacteria tenia la capacidad de producir celulasas. ya que los halos representan
los lugares donde la carboximetil celulosa del medio habia sido degradada por accion de
una enzima cclulasa, ¢l control negativo, no presentd halo alguno (Lamb y Tov. 20035)

{Figura 8).

® para consultar los componentes del medio Cel, consuitar el Anexo: Componentes de los Medios de Cultivo.
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Halo que muestra
laaccién de las
celulasas

Control Positivo
sin halo.

Mediocon HCL Trasfos lavadoscon NaCl
y el reposo de 24hrs final

Mediocon Rojo Cange

Flgura 8, Lsquema del revelado de una prueba Cel al terminar 1a tincidn con rejo conge v {n posterior coloracion que abtenia d bafinris con HOL, Bger
la adicidén del HCL que o3 halos aparecian, siendo estos de una tonatidad azul rey, que indicahan la actividad sezimatica por parte o los colulasan, Ta
ausencia de halo indicaba que no habin actividad de celulasas {control positivo: D, doedantii, control negativor F, coli),

= Control Negativo.
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Variante usando medio M9+PGA liquido para el desarrollo de las bacterias:

Esta variante empleé el medio selectivo MO9+PGA liquido para crecer a las bacterias, en

lugar de emplear el medio rico LB.

Que al igual que en la variante que se usé para las pruebas Pel, se usd para causar una
situacion que estimulara la secrecién de enzimas. que en un medio rico como el LB tal vez
no se propiciaria va que todos los nutrientes que necesitan las bacterias para su
sobrevivencia y desarrollo les son facilmente provistos, sin que la bacteria necesite generar
alguna proteina que le permita hacerlos asequibles. En el medio MO+PGA, las bacterias ven
limnitados los recursos de los cuales pueden obtener carbono y esta situacién puede llegar a
ser el estimulo que lleve a las bactertas a producir la enzima celulasa, que de otra forma, al
no necesitarla o recibir sefiales que induzcan su produccion, no seria posible de encontrar
(Pardee er cd.. 1959).

7.9 Caracterizacion por ITS-PCR
7.9.1 Extracciéon de ADN

El primer paso que se hizo antes de realizar la prueba ITS-PCR, fue la extraccion del ADN,
que es ¢l elemento clave para realizar la prueba. Para la extraccion se empleo el protocolo
de preparacién de ADN gendmico para bacterias Gram negativas de Wen-ping Chen vy
Tsong-teh Kuo (1993).

Un volumen de 1.5 mbL de cultivo LB saturado de bacterias fueron tomados vy
depositados en un tubo de 2 ml.. y luego centrifugados a 12000 rpm durante 3min.
Centrifugada la muestra, se tird el sobrenadante y se resuspendio la pastilia restante en 200

ul de “buffer de lisis™', con ¢l cual se lisaron las células haciendo un pipeteo vigoroso.

Para eliminar la mayor cantidad de proteinas y restos de células posibles, se agregaron
66 pl. de una solucién de NaCl 5 M y se mezclaron bien. Terminado este paso, la muestra
fue sometida nuevamente a centrifugacion. 12000 rpm durante 10min a 4°C. Tras la
centrifugacidn se recuperd el sobrenadante y fue transferido a otro tubo de 1.5 mL, ahi se le
agregd una cantidad de cloroformo igual a la del sobrenadante obtenido. El cloroformo y el
sobrenadante fucron mezclados por medio de inversiones. hasta obtener una solucion
lechosa. al menos se invertieron los tubos unas 30 veces. Acabado este paso se centrifugé
las muestras, a 12000 rpm durante 3 min. ¢l sobrenadante que se obtuvo fue recuperado vy
pasado a otro tubo de 1.5 ml. a estos sobrenadantes se les agrego ctanol (EtOH) 100% y s¢

o

" Consultar composicién de buffer de lisis en el Anexo 2: Buffers.
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agitd en vortex durante 1 min, con lo cual se precipité el ADN. Para finalizar se le dieron
dos lavados con EtOH 70%. v tras el lavado se dejaron secar, hasta que no quedé aleohol
dentro del tubo (Chen y Kuo, 1993). Finalmente el ADN fue redisuelto con agua ultrapura.
esta fue la tmica variante con respecto a la metodologia de Cheng y Kuo (1993), en el cual
se redisolvia el ADN en 50 uL. de | X TE Butfer.

7.9.2 PCR para ITS

Para Ja ITS se hizo una PCR (Reaccidn en cadena de la polimerasa), que es una téenica en
la cual se amplifica una secuencia pequena de ADN. En esta técnica se amplifico una
seccion selecta de ADN, conocida comoe “templado™. por medio de un termociclador. que
calienta v enfria ripidamente los tubos en los cuales se lleva a cabo la reaccidn. generando
el ambiente propicio para llevar a cabo la reproduccion del fragmento. Las reacciones que

se realizan dentro del termociclador se pueden a agrupar en tres pasos:

1} Desnaturalizacion: La doble cadena del ADN es derretida a una temperatura cercana
a los 94°C, de forma que termina separdndose en dos cadenas sencillas de ADN.

2} Alineamiento: El termociclador pasa a una temperatura media (54°C). y es en este
paso en que los oligonucledtidos empleados en la reaccidn se alinean al templado
{la secuencia de ADN que se desea copiar). Terminado el alineamiento de los
oligonucledtidos, Ja polimerasa se une al templado y comienza a copiarlo.

3) Amplificacién: El termociclador alcanza una temperatura de 72°C, y es a esta

temperatura en que la polimerasa muestra mayor eficiencia.

Por PCR se amiplifico la seccion intergénica que se encuentra entre los genes 165 y 238
altamente conservados. En la amplificacion se usé los oligonuciéotidos o iniciadores Gl
(5°-GAAGTCGTAACAAGG-3") cuyo alineamiento se encuentra corriente arriba, en una
seccidn inmediatamente advacente al espaciador entre 16S y 23S, a 30 o 40 nucleétidos
corriente arriba del Iimite del espaciador y el L1 (5-CAAGGCATCCACCGT-3" que es la
mds preservada en 23S5) que se alinea corriente abajo a unas 20 bases del limite del
espaciador (Toth et al., 2001).

Las reacciones de PCR se hicieron en voldmenes de 23 nl, para cada uno de los ADN
de bacterias que fueron sometidos a este procedimiento, empleando una concentracion 100
ng- uL™* de ADN. El Cuadro 2 muestra los componentes de la reaccion y la cantidad que

representaron dentro del volumen total:
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Cuzdre 2. Componentes de 1a reaccidn PCR, volumen y concentracion final gue reprasentaban dentro de i

reaccion.

Reacrivo Volumen (uL) Concentracion
Butfer DreamTag™ 10x 2.5 {consultar Anexo 1D
Mezcla de ANTPs 2 0.2 mM
Oligenucledtido G 2 0.5 mM
Oligonucledtido L1 2 0.5 mM
Templado de ADN(I100 ng- pL™1) ] 100 ng

ADN polimerasa DreamTag™ 0.2 1.25u®

Agua ultrapura 153 -

Volumen total 25 -

La reaccidn se planeé usando como referencia el instructivo del proveedor de la ADN
polimerasa termoestable, “DreamTag™ DNA polvmerase” (Fermentas). Las temperaturas.
tiempos v ciclos programados en el termociclador empleados fueron los que se muestran en
el Cuadro 3.

Cuadro 3. temperaturas, tiempos vy ciclos programados en el termoeciclador para la prueba PCR.

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C Tmin 30 s !
Desnaturalizacion 93°C s 36
Alineamiento 53°C 30 s 36
Ampilificacion 72°C 1 min 36
Amplificacion final 72°C 5 min 1

7.9.3 Electrotoresis v procesamiento de imagen para [TS-PCR

Para la electroforesis se elabord un gel de agarosa al 0.8%. que tue colocado junto al buffer
TAE® 1X en una cdmara de electroforesis. Las ITS-PCR fueron colocadas en sus
respectivos pozos junto a un buffer de carga y una escalera de ADN de [ kb (Sigma-
Aldrich) con las que serian comparadas. para cuantificar su tamafio. a continuacidn se
realizé la migracion de las muestras. aplicando un voltaje de 8() voits para este propésito,

durante 40 min.

*u: unidad, una unidad de la enzima catalisa la incorporacion de 10 nmol de dexiribonucledtidos en una
fraccion polinucledtida {absorbida en DE-81) en 30 min a 70°C.
®Consultar composicién de buffer TAE en el Anexo 2: Buffers.
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Terminada la electroforesis se hizo el procesado de la imagen, primero se puso el gel en
una solucion de bromuro de etidio, y se le dejé reposar 30 min, se lavé con agua y se
coloco en un transiluminador marca BIO-RAD™ modelo Universal Hood II, la imagen de

bandas obtenida se analizo con el programa Quantity One™.
7.10 Caracterizaciéon por RFLP-PCR

7. 10. 1 Extraccién de ADN

Se us6 la metodologia descrita en el apartado 7.9.1

7.10.2 PCR para RFLP

Para tener suficiente ADN con el cual trabajar se hizo una PCR, en donde se copio la
seccion intergénica entre los genes que codifican para 165 y 23S, altamente conservados.
Para esta amplificacién se usaron los oligos G1 (5-GAAGTCGTAACAAGG-3") y L1
(5’-CAAGGCATCCACCGT-3"), al igual que en la PCR para ITS-PCR (Toth ef al., 2001).
Solo que las reacctones se prepararon al doble de volumen, es decir 50 uL. para cada uno de
los ADN probados, la concentracién del ADN empleada también fue de 100 ng- uL™* .
Para consultar los componentes de la reaccidn consultar el Cuadro 2, que se encuentra en el

apartado 7.8.2.

Los tiempos y ciclos de la PCR se describen en el Cuadro 3, ubicado en el apartado
7.9.2.

7.10.3 Purificacién del ADN

Para la purificacion del ADN se usaron columnas de purificacién, comercialmente
conocidas como Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega).

7.10.4 Restriction Lenght Polymorpism (RFLP)

La enzima seleccionada para la RFLP fue HinFI (Biolabs), cuyo sitio de restriccién es el

siguiente:
5°...G’ANTC...3’

3...CINAG...5'°

10 . .. . .
La letra “N” dentro de la secuencia representa una region variable, es decir que ese lugar 1o puede ser
ocupado por cualquiera de las siguientes bases: Guanina, Adenina, Citocina y Timina
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La enzima HinFlI se selecciond por su disponibilidad en el laboratorio y porque era una
enzima de restriccién comin para la regidn intergénica de los genes que codifican para 16S
y 23S de las bacterias que se usaban como testigos en la prueba (D. dadantii, Pseudomona

psyringae y E. coli).

HinFI genera un total de 6 fragmentos en D. dadantii (tamafio de los fragmentos: 509,
255, 248, 169, 105 y 90 kpb) aunque como 4 de ellos tienen tamaios similares (255 y 248
kpb, 105 y 90 kpb) puede que al hacer la electroforesis y su revelado solo se vean 4
fragmentos finales, formando un solo bloque aquellos que tienen un tamafio similar. En P.
psyringae se generan 2 fragmentos (tamafio de los fragmentos: 414 y 137 pb) y para E. coli
5 fragmentos (tamaifio de los fragmentos: 440, 228, 194, 154 y 93 kpb).

Para hacer la digestion del ADN de las bacterias con la enzima HinFI, se hizo la

preparacion que se encuentra en el Cuadro 4, en un volumen de 25 uL. para cada reaccion.

Zuadro 4, Componantes, volumen y concentracicnes necesarios para llevar 2 cabo la digestion del ADN.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion
NEBuffer 4" 25 {consulitar Anexo II)
ADN (100 ng/uL) 18 5.6 ug

HinFI (10000 U/uL) 1.12 112u'”
Agua ultrapura 3.38 -
Volumen total 25 -

La reaccién se llevé a 37°C y se incub6 durante 1h. Terminado el tiempo de reposo, en
el cual se esperaba la enzima HinFI digirtera el ADN, se migraron las muestras a través de

una electroforesis.

“Consultar composicidn de buffer NEBuffer 4 en el Anexo 2: Buffers.
* u: unidad, una unidad es definida como la cantidad de enzima requerida para digerir 1 pgde AADN en 1 h
a 37°C en una reaccién total de 50 ul.
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7.10.5 Electroforesis v procesamiento de imagen para RFLP-RFLP

El procedimiento y equipo fue el mismo que se usé en la “Electroforésis y procesamiento
de imagen para ITS”, que se encuentra en el apartado 7.9.3, con la excepcion de la
concentracién del gel de Agarosa, que para la RFLP-PCR fue del 2%.

7.11 Pruebas de patogenicidad
7.11.1 Infiltracion
7.11.1.1 Preparacién de las bacterias

Las bacterias que se emplearon para la infiltracidn fueron crecidas previamente, en medio

LB liquido, durante 24 h en un agitador orbital a 200 rpm a 26°C.

Una vez crecidas las colonias, fueron tomadas y su densidad Optica ajustada a 2 en un
tubo de 1.5 mi. Ajustada la densidad Optica se centrifugaron, el sobrenadante fue retirado
con una micropipeta vy la pastilla con bacterias resuspendida en butfer fosfato de potasio’” a
una concentracién 50 mM, empleando una micropipeta. De este concentrade de bacteria en
buffer de fosfato de potasio a una densidad Sptica de 2. se hacian dos diluciones seriadas
(101 y 107%). La dilucién final (1072) fue la dilucién con la que se hizo la infeccién de

fas hojas.
7.11.1.2 Preparacién de las hojas

Las hojas que fueron scleccionadas para la prueba fuercen lavadas delicadamente en una
solucidn de agua (953%) e hipoclorito de sodio (5%). tras el lavado se enjuagaron 2 veces

con agua destilada. Finalmente se secaron y etiquetaron segun su tratamiento.
7.11.1.3 Infiltracion
Saintpaulia ionantha Wendl (Violetas Africanas)

Con una aguja estéril se hizo una perforacién en el haz de la hoja. la perforacion fue hecha
con delicadeza y sin que atravesara por completo la hoja. La perforacion se lizo cerca de su

base, al lado izquierdo de su enervadura (Figura 9).

En el lugar de la perforacion se colocaron 10 ul del inoculo preparado a partir de la
segunda dilucidn de bhacteria (107%). que se explicd en “preparacion de bacteria”.

Finalmente se monitored la hoja.

“consultar composicion de buffer fosfato de potasio en el Anexo 2: Buffers.
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itio aproximado en
el cual se realizd la
infiltracidn de las
bacterfas,

Fgura 9. Sitio en el que se realizaren las infiltraciones, 2n las hojas de vicleta africana, las bacterias que se infiltraron

fueron O. dadanti, P. cureoginose, 3V264, 3¥311 vy BV313.

Las bacterias usadas para esta prueba fueron BV264. BV313 y BV311, como testigo
positivo se empleo a D. dadantii y como testigo negativo a la bacteria Pseudomona
aureoginosa. De la prueba se hicieron un total de 10 repeticiones (50 plantas en total).

sobre una hoja de ejemplares completos.
Cichorum endivia L. (Endivias)

En el haz de la hoja de endivia se hizo una perforacion con una aguja estéril, a mitad de la
tongitud de la hoja v sobre la enervadura, la pertoracion fue hecha delicadamente y sin

traspasar 1a hoja (Figura 10).
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Sitio aproximada en
el cual se realizé la
infiltracién de ta
bacterias.

Fizura 10 Sitie en el que se realizaren las infiltracicnes, en {as hoias de endivia, ias bacterias que se infiltraron fueron

b, dadantii, P. gureoginose, BV264, BV311 vy 8v313.

Sobre la perforacion se colocaron 10 pL de la segunda dilucién de bacteria, como en las

violetas africanas.

BV264. BV313 v BV311 fueron las bacterias que se probaron. su testigo positivo fue la
bacteria D. dudantii v su testigo negativo la bacteria P. aureoginosa. Se hicicron 10
repeticiones de la prueba (30 hojas en total). usandose solo hojas del vegetal y no

organismos completos.
Agave tequilana y Agave cuprecia

Las perforaciones fueron igualmente hechas sobre ¢l haz de la hoja. a mitad de la longitud

de esta, procurando que quedara lo mis centrada posible (Figura 11).

La cantidad de bacteria diluida gue se colocod en la perforacion era la misma que la de

violetas africanas v endivias.
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Sitio aproximado en
el cual se realizo la
infiltracién de las
bacterias

Figura 11 Sitio en el que se realizaron fas infiltraciones, en tas hojas de A, cupreata, las bacterias que se infiltraron

fueron D. dodantii, P. cureoginosa, BY254, BY311 y BVY313,

BV264. BV313 y BV311 fueron las bacterias que se probaron. su testigo positivo fue la
bacteria Dikeyadadantii y su testigo negativo la bacteria P. aureoginosa. A la prueba
ademds se agregé otra cepa de bacterias desconocidas, llamada BVQ7. Se hicieron 20
repeticiones de la prueba (120 hojas en total), usandose solo hojas del vegetal y no

organismos completos.

7.12 Inoculacion de la bacteria usando como vehiculo Scyphophorus acupunciatus

Gyllenhaal (picudo negro del agave)
7.12.1 Limpieza y desinfeccion de los insectos

A los escarabajos S. acupuncrarus se les dieron lavados con una solucion de agua destiiada
estéril e hipoclorito de sodio al 10%. primero se baiié a los insectos sumergiéndolos en la
solucidén de agua ¢ hipociorito de sodio durante 5 seg aproximadamente. después fueron
cnjuagados en agua destilada estéril, este procedimiento se hizo por triplicado con cada

insecto. Finalmente se dejaron secar y reposar durante 24 h.

Tras la primera sesion de bafos se realizo una segunda ctapa de limpieza. esta vez
empleando antibidticos. ampicilina v cloramfenicol. Para la limpieza con antibidticos se
prepard una solucton 130 mL de agua destifada con 300 ug de ampicilina v otra solucidn
con 150 mL de agua destilada con 75 pg de cloramfenicol. a los insectos primero se les

bafid en la solucion con ampicilina y después se le enjuagd con agua destilada estéril, el
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procedimiento se hizo por triplicado. tras ¢sta sesion de desinfeccion se dejé reposar a los
insectos, a continuacion se les volvié a bafar, esta vez con cloramfenicol, también esta
parte se hacia por triplicado. A los insectos se les dejo reposar 24 h para su uso posterior, ya
fuera como testigos de las pruebas. limpios y desinfectados, o como escarabajos a los que

se les harfa ingerir un medio con bacteria.

7.12.2 Preparacion del medio agar con aziucar y bacteria que se dio como alimento a

los insectos

Las bacterias que fueron usadas para la prueba fueron crecidas en medio LB liquido durante
24 h en un agitador orbital (200 rpm, 28°C), tras crecer se ajusté su densidad épticaa 1y
fueron agregadas a un medio agar con azicar cuando la temperatura de este tras ser
preparado era lo suficiente como para no solidificar, pero no muy alta como para matar a

las bacterias, los medios fueron preparados a un volumen final de 30 mL."

Tras la solidificacién del medio, los insectos fueron tomados y agregados a este,

dejando que ellos se alimentaran 24 h (Figura 12).

i

Fgura 12,5 acuguncictus en madio 5gar con 2zucar v hacteria inpoulada, del cusl se estan alimenando.

7.12.3 Tratamiento del insecto inoculado con bacterias en A. cupreata

14 . . -
Para consultar los componentes del medio agar con azlcar y bacteria, consultar el Anexo: Componentes
de los Medios de Cultivo.
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Los agaves de la prueba fueron lavados y preparados en cajas donde fueron mantenidos
junto a los insectos, los insectos fueron tomados con delicadeza y colocados sobre las hojas
de las plantas sanas, se colocd un insecto por planta. Las cajas fueron selladas y

monitoreadas durante dos semanas.

Para el experimento se formé un total de 3 grupos. cada grupo estaba formado por 6
ejemplares sanos de A. cupreata y a cada uno de ellos se les deposito un escarabajo S.
acupunctatus, es decir un total de 6 escarabajos por grupo (uno por cada planta). Los

grupos eran diferentes en cuanto a la preparacion de los insectos (Figura 13).
2rup E:

Los insectos del 1° grupo fueron alimentados con un medio agar con azdcar que
contenia a la bacteria D. dadantii. los del 2° grupo fueron alimentados con un medio agar
con aziicar que contenia a la bacteria BV311 v los escarabajos del 3° grupo no fueron
alimentados con ningin medio o bacterias. estos fueron desinfectados y su funcion era la de

ser testigos de la prueba.

Tigara 13. 5. acupunciotus depositado sobre uns oianta sana de 4. cupresia.

7.13 Induccion de la enfermedad por infiltracion en la base de las hojas de un

ejemplar completo Agave cupreata

Las bacterias gue se probaron fueron puestas a crecer durante 24 h en medio LB liguido.
empleando un agitador orbital a 200 rpm y 28°C. Terminado el tiempo de desarrollo de las
colonias programado, se prepard una solucién con las bacterias a una densidad éptica de 2,

csta solucidon fue hecha con las bacterias crecidas durante 24 h v LB liquido. Con una
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jeringa se tomaron 31 uL de la solucidn con bacteria, que despucs fueron infiltrados en ia
base de las hojas de la planta, procurando introducir por completo la jeringa antes de liberar
el liquido (Figrua [4). Finalmente se monitored €l progreso del experimento durante dos

semanas.

Altura ala que
, aproximadamente se
4 hacia |z infiltracién

Flgura 14. Sitio donde se rogiizaron las Infiitraciones con bacteria en ajemgiares sanos de A, cugreata,

Para el experimento se formaron 2 grupos. cada uno con 6 ¢jemplares sanos de A
cupreaia, el primer grupo recibid una infiltracion que contenia a la bacteria D. dadantii y e}

segundo grupo una inyeccidon con BV31i.
7.14 Aislamiento v multiplicacion de bacteriofagos

En la Figura 15 se presenta de manera esquemndtica los pasos generales que se siguieron

para realizar el aislamiento y multiplicacién de bacteriéfagos para las bacterias aisladas

durante la investigacion.
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Pruebas de fitopatogenicidad  p—-----—-1 Aislamiento de Bacteriéfagos

Deteccion

Multiplicacidn

Recuperacidon de virus
muitiplicados

Figura 15, Distintas etapas de la metodologia empleada para el aislamiento y muitiplicacidn de bacteriéfagos.
7.14.1 Aislamiento de virus

De acuerdo a Williamson er al. (2003) los procedimientos para ¢l aislamiento de virus a

partir de muestras de suclos y de muestras vegetales fueron hechos por duplicado.
A partir de muestras de suelo;

Se tomaron 5 g de suelo y estos fueron depositados en un tubo para centrifugado tipo
falcon con capacidad de 50 ml. Ademds se le agregaron 20 mL de agua destilada
(Janowitz, 2004). La mezcla final resultante se agité en vortex durante 30 seg a mixima

velocidad y se dejé en reposo por al menos una hora (Williamson et al., 2003).

Terminado el tiempo de reposo. se centrifugd fa muestra a 10000 rpm durante 12 min a
4°C, con la finalidad de sedimentar e! suelo v dejar cualquier particula viral que pudiera
estar contenida flotando en el agua superficial (Van Twest y Kropinski, 2009). El
sobrenadante que resulté de este proceso fue tomado con una jeringa v pasado por un filtro
de 0.22 um, el filtrado obtenido fue depositado en un recipiente de vidrio estéril y guardado
a 4°C. El filtro de 0.22 wm se usd para retener todas las células posibles. de forma que a
través de ¢l solo pasaran las posibles particulas virales que hubiera en la muestra

(Williamson et al., 2003).
A partir de muestras vegetales:

Cinco gramos de tejido vegetal enfermo fueron pesados y mezclados con 20 ml de
agua dentro de un tubo tipo falcon con capacidad de 50 ml., la mezcla se agitd en vortex
durante 50 seg o mixima velocidad. a la mezcla ya licuada se centrifugd a 10000 rpm
durante 12 min a 4°C. De forma que ¢l tejido y otras particulas grandes se sedimentaron, ¢l

sobrenadante que tesultd de este proceso fue tomado con una jeringa estéril y pasado a
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través de un filtro de 0.22 um. Finalmente el filtrado se guardd a 4°C en frascos de vidrio

estériles.
7.14.2 Deteccion de bacteriofagos

Para csta se utilizé la metodologia del “Doble agar”, que permitid saber si en los filtrados
hechos con la metodologia que aparece en el apartado 7.13.1, en efecto contenian
bactericfagos para las bacterias a las cuales se les deseaban buscar. La técnica del doble
agar, consiste en la preparacion de un medio con dos capas de geles distintas, la capa de la
base lleva més agar y por lo tanto tiene una consistencia sélida, mientras que la capa
superficial Heva un gel con menor contenido de agar, que le permite tener una consistencia

acuosa (Figura 16).

(A)
(B

Figura 15. Representacion asquematica de una caja de petri con fa metodologia del "Doble agar” vista de forma
horizontal. {A} Capa superficial del medio ¢on un gel gue contiene una menoer proporcidén de agar, que fa vuelve

acuosa. (8] Capa hase que contiene una proporcién mayor de agar a a superficial, que fe confiere soiidez.

Una cepa de bacterias para la cual deseaba encontrarse bacteridfagos fue tomada y
puesta a crecer en LB durante 24 h (200 rpm v 28°C), terminado este paso se tomd 1 mL de
las bacterias crecidas en LB vy se les colocd en tubos con 15 mL de capacidad. en los cuales
s¢ les adiciono | mL de los filtrados hechos con la metodologia que se encuentra descrita
cn el apartado 7.13.1. estos filtrados podian provenir de muestras de suclo o de tejido
vegetal enfermo, se les dejé en reposo 1 h. Transcurrida la hora recibieron 3 mL de medio
NA diluido con un 50% de agua, para volver el medio actoso y permitir mayor capacidad
de dispersion a las posibles particulas virales. el tubo fue agitado manualmente y su
contenide se vacid en cajas de petri. que contenian medio NA sin diluir. La mezcla de
filtrado, bacterias v NA con un 30% de agua fue esparcide cuidadosamente en toda ia
superficie de la caja de petri. Finalmente se le dejd solidificar y reposar durante 24 h
(Kropinsky er ai.. 2006).

Al terminar el reposo de 24 h se revisé el medio. que presentd un crecimiento de
bacterias uniforme en toda su superficie y era en este crecimiento uniforme en gue s¢
debian de notar inconsistencias o huecos. a estos huevos se les llama calvas y representan

halos de mhibicion que muy probablemente contienen bacteridfagos (Figura 17).
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Figura 17. Reprasentacion de un medic con calvas. {A) Calva o rona donde hay inhibicion del cracimiento de bacterias

{2} Zona cubierta por bacterias.,
7.14.3 Multiplicacién de los virus

Se tomé una muestra de una colonia de bacterias a las cuales se les buscé encontrar tagos
especificos para infectarlas. La colonia fue puesta a crecer en 5-10 mL de medio liquido LB

v se le puso en un agitador orbital durante 24 h (200 rpm v 28°C) para que se desarroilara.
3 [ g pmy j% i

Terminada la etapa de crecimiento, se tomaron 3 mL de los filtrados que se hicieron en
el paso de "Aislamiento de virus” y se depositaron en el matraz que contenia a las bacterias.
Mezcladas las bacterias junto al filirado, estas volvian a ser dejadas en agitacion por 24 h
(200 rpm y 28°C).

Este paso se hizo con la finalidad de multiplicar aquellos elementos que pudieran ser
escasos en los filtrados. Es decir, si hublera presencia de un virus con potencial litico en el
filtrado, pero este estuviera presente en cantidades casi insigniticantes. se esperaria que tras
pasar por este procedimiento pudiera encontrar bacterias que le sirvieran de anfitriones para
su fase reproductiva y asi volver comun aquello que era escaso (Van Twest y Kropinski,
2009).

7.14.4 Recuperacion de os virus multiplicados

Si al wanscurrir las 24 h del paso anterior se percibia un descenso importante de la
3

poblacion de bacterias que se puso a crecer junto a 3 mb del filtrado vegetal o de suelo. A

cste descenso se le podia tomar como indicador de que probablemente se habia logrado
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reproducir algtin bacteridéfago y que la siguiente accion a reahizar debia ser intentar

recuperarlo.

Los medios con bacteria y posibles bacteriofagos fueron pasados de los matraces a
tubos tipo Falcon de 30 mL y puestos a centrifugar a 11000 rpm dwante 10 min, para
sedimentar todas las células y solo dejar las posibles particulas virales {lotando en el
sobrenadante. Después de la centrifugacion el sobrenadante fue tomado con una jeringa
estéril y pasado por un filtro de 0.22 pm. Ya filtrado, el sobrenadante era guardado a 4°C o

se volvia a utilizar para intentar seguir reproduciendo los virus.

La metodologia de “Multiplicacidn de virus y la de la recuperacién de los virus
multiplicados™. s¢ pueden repetir cuantas veces scan necesarios. hasta terminar con un
sobrenadante que tenga suficientes virus como para matar a las bacterias de forma rdpida.
Para cada repeticion hay que usar el ditimo sobrenadante obtenido (Van Twest y Kropinski.
2009).
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9. Resultades y discusiones
8.1 Aislamiento de bacterias

Durante la investigacion se lograron aislar y criopreservar 72 bacterias, estas bacterias
serian sometidas 2 pruebas bioquimicas y de fitopatogenicidad. que permitirian ver si

alguna de ellas era capaz de provocar “pudricion blanda™ en A. cupreara (Cuadro 5).

Cuadro 5. Mimere de capas de bacterias aisfadas en cada sitic de los cuales Tueron aisiadas de cada sitic de colecia en

{a zona productors de Mezcal en of estade de Michoaddn.

Sitio Coordenadas Alutud (msnm) Nam. de cepas
aisladas
El Huizachal N 19225 3147 {624 49

Q101° 127 5147

Las Campesinas N 1992472017 1537 Il
O 1o1° 11 57

El Limodn N19°32" 2147 1866 18
O 101°05 41.87

8.2 Caracterizacion bioquimica: Pruebas enzimaticas

De las 72 cepas aisladas solo 4 resultaron de interés para continuar con la investigacion,
pues solo 4 eran capaces de producir enzimas, ninguna de estas bacterias fue capaz de
producir enzimas celulasa. pero sf enzimas pectinasa (Cuadro 6)

Cuadro ©. Cepas de interéds encontradas durante la caracterizacion doguimica, £.Coff vy . dudantii fueren ias bacierias

testigo positivas y negaiivas respectivamente {+ positive para prueba digguimica, -1 negative parz orusha

Sionuimical.

Medio de cultivo

Rico (LB) Minimo (MY+PGA)
Cepa Prueba Pei Prueba Cel Prueba Pel Prueba Cel
BV264 + - + -
BV3il + - - -
BV3i2 + - - -
BV3i3 + - + -
£ ocoli - - - -
D. dadantii + + + +
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Las bacterias BV264, BV311. BV312 y BV313 aisladas de A. cupreara son las tnicas
bacterias aisladas durante esta investigacion que poseen el potencial de causar maceracion
del tejido vegetal, debido a que son capaces de producir enzimas pectinasa, que son
proteias involucradas en la pudricion, excretadas por el sistema de secrecion tipo Iy que
permtiten degradar todas las sustancias péeticas contenidas en la pared vegetal. Sin embargo
ninguna de estas bacterias fue capaz de producir enzumas celulasa. que aunque las enzimas
celulasa no causan maceracién de la pared vegetal. si contribuyen a aumentar la virulencia
de un patdgeno capaz de producirlas. potenciando el efecto de las enzimas pectinasa, como
es en el caso de D. dadantii (Murata et al., 1991). La naturaleza cristalina de la celulosa,
hace que esta sea degradada lentamente. es esta caracteristica la que hace que los patdlogos
vegetales no consideren particularmente importantes a las celulasas en los procesos de
patogénesis. ya que la degradacion de la celulosa, si es que se llega a dar, se da tarde dentro
de la infeccién (Cooper. 1984). Sin embargo cuando a bacterias fitopatogenas como
Xanthomonas campestris pv campestris 0 Pseudomonas solanacearum, se les interrumpen
genes relacionados con su produccion de celulasas. se encuentra que disminuyen sus
niveles de virulencia (Gough et al., 1988; Roberts et al., 1988). Cabe la posibilidad de que
la incapacidad de BV264., BV31i, BV312 y BV313 para producir enzimas celulasa
disminuya su efecto patogénico y que al ser puestas a prueba en ensayos de fitopatologia
solo ocasionen una maceracién moderada o muy lenta. al ser comparadas con organismos

modelo de maceracion vegetal, como D. dadantii.

Las colonias de las bacterias de interés presentaron las caracteristicas morfoldgicas
mostradas en ¢f Cuadro 7. Se observd que morfolégicamente BV264 v BV313 fueron muy
similares entre si y que BV311 y BV312 visualmente semejaban ser la misma coloma. al
ser puestas a crecer en medio NA. Por lo que se decidid hacer una prueba de
caracterizacidén molecular sobre las bacterias aisladas, que permitiera hacer una

diferenciacion mds clara de las mismas que una simple apreciacion visual (Cuadro 7).

Cusdro 7, Morfoiogia coloniad de las capas positivas para s prueba PEL

Cepa Morfologia celonial en medio NA Color
BvV264  Forma: irregular Amaritlas en {a superficie y en su basc
Superficie: rugosa un amarillo un poco

Borde: lobulado

BV3il Forma: circular Un color ligeramente amarilio en las

61



Superficie: convexa orillas v hacia el centro un blanco

Borde: redondeado azulado.

BV312  Forma: circular Un color ligeramente amaritlo en las
Superficie: convexa orillas y hacia el centro un blanco
Borde: redondeado azulado.

BV313  Forma: irregular Amarillas en la supertficie y en su base
Superficie: rugosa un amarillo un poco

Borde: lobulado

8.3 ITS-PCR

Al revelar el gel sometido a electroforesis con los 1TS de BV264, BV313. BV311 y BV312
y sus testigos Pseudomona aureoginosa. Pseudomonu syringaea, E. coli y D. dadantii, se
obtuvieron los {ragmentos y patrones mostrados en Ja Figura 18 de la amplificacidn de su

regidn intergénica 165-2385.

'BV264 BV311 BV312 BV313 . Pa  Psph Ecoli

Figura 18. Caracterizacién molacuiar de 155 cepas alsiadas de A, cupreoty oon sudriclén blanda mediante |3 tdoniea
TS-PCR {BV284, 3W313, BY3I1 v BW31Z, con sus tostigos Par P guresgingsg, Pspin Posyringae, £ roll y D4

sadomtiy.

Tomando cn cuenta el ndmero de fragmentos vy su tamafio en kilopares de bases (Kbp)
obtenidos mediante la ITS-PCR de la secuencia ubicada en la region intergénica 16S-23S8
de cada una de las bacterias, se hizo un andlisis de conglomerados, que permitié agrupar &
aquellas bacterias que renian mas homogeneidad en el tamano y patron de sus secuencias y
separando a aquelias bacterias que divergian en cuanto al tamano y patron de sus

secuencias, ¢l dendograma gue representa este andlisis puede apreciarse en la Figura 19.
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Distarcia euclidana cuadrada
T

Dt
Pa
Psph

BY311
BYI12
BW313

Eccii
BV2 64

Figura 19. Relaciones de similaridad de diferentes bacterias aisladas de agave mezcalero con pudricién ssgdn el
analisis de conglomerados del tamafio y natrén de ips fragmentos cbtenidos de la prueba ITS-PCR mediante e
método de UPGH. (BV264, 3W313, 8V311 v BV312, con sus testigos Pa: P aursoginosa, Psol 2. syringee, E. cofi y Od:

3. dadantii)

Las bacterias BV264, BV31i, BV3i2 y BV313 durante la prueba de ITS-PCR no
MOostraron ninguita semejanza con respecto a los testigos [ coli. D. dadantii v P.syringae
(Figura 20). Pero las bacterias BV311, BV312 y BV313 resultaron iguales a su testigo P.
aureoginosa. BV 264 resultd ser la tinica bacteria diferente de todas las bacterias aisladas en

cuanto al nimero de Kbp que conforman su region intergénica 16S-238.
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Tamaifio en kpb P. syrinigae E. coli D. dadantii

850

650
500 R

400

300
200

100

Figura 20. Representacién def tamafio y ndmereo de {ragmentos gue se esperaba obtener de las bacterias testigoen ia
srueba {TS-PCR, segiin el analisis /n siffico de sy genoma y un andlisis de restriccidn realizado con el programa

MNEBcutter V2.0,

La prueba constato a nivel intergénico, que las bacterias testigo E. coli. D. dadantii 'y
P.svringae eran diferentes a las bacterias aisladas en esta investigacion, algo que ya
resaitaba con los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas v la morfologia de las
colonias que se encontrd al poner a crecer estas bacterias en medio NA. Pero esta prueba no
solo permitio saber que tan divergentes eran estas bacterias con respecto a sus testigos, §ino
para comparar a las bacterias BV264 con la BV313 y la BV311 con la BV312, que al ser
crecidas en medio NA mostraron una morfologia colonial guardan similar. formulando las
siguientes preguntas. ;existe la posibilidad de que la bacteria BV264 y la BV313
pertenezcan a la misma especie y que las bacterias BV311 v BV312 son también ambas de

la misma especie?. ja qué especie de bacterias pertenecerdn?

La prueba de ITS-PCR para esta investigacion no resultd concluyente. csto concuerda
con lo reportado por Toth e¢r al.. (2001) quienes al emplear esta metodologia para probar su
efectividad en la identificacion de distintas especies de Erwinia que provocan “pudricion
blanda™. encontraron que los resultados eran claros cuando se probaban bacterias de
especies muy disinmles, pero que cuando estaban estrechamente relacionadas generaban
tamafios v patrones de handas muy similares. que no podian considerarse concluyentes para
una prueba de esta naturaleza. Si en esta nvestigacidn solo se emplearan los resultados
obtenidos con la [TS-PCR para caracterizar a las bacterias aisladas, se conciuiria que
BV264 resulio sor ia bhacteria mas disimil de todas las aisladas, cncontrandose mas
cmparentada con £. coli en cuanto al tamanio y palrén de su regidn intergénica 168-238S,

que con ¢l resto de las bacterias. Por otro fudo también se concluiria que BV311, BV3I12 v
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BV313 resultaron iguales a P. aureoginosa, v que por lo tanto BV311, BV312 v BV313
eran todas P. aurcoginosa (Figura 19). cosa que claramente no era cierta al apreciar la
morfologia colonial de estas bacterias o los resultados obtenidos en la pruebas bioguimicas.
Otro punto en el cual se puede apreciar un error, es en que en el andlisis de conglomerados
de esta prueba, se obtuvo que P. aurcoginosa es muy distinta a P. svringae, situacion que
no deberfa presentarse. tratindose de bacterias que pertenecen al mismo género. Es por esto
gue no se debe confiar tan solo en el tamano de la secuencia ubicada en la regidn 165-238S.
va que podria abrirse la puerta a un error grave en una investigacién de este tipo. también es
importante analizar ¢l orden y las bases que conforman a esta secuencia. El problema del
nivel de discriminacion que la ITS-PCR posee no es Gnico de las bacterias, también los
investigadores McCullough er al., (1998) reportaron tener problemas al intentar diferenciar
especies cercanas de levaduras altamente emparentadas del género Saccharomyees. Por lo
tanto, si esta prueba no dejé claro el problema que se queria responder. ;no valdria la pena
realizar otra prueba que proveyera un grado mayor de precisidon en sus resultados?, una
prueba como la RFLP-PCR.

8.4 RFLP-PCR

Los fragmentos obtenidos a través de la prueba RFLP-PCR de las bacterias aisladas,

empleando la enzima HinFl se pueden observar en la Figura 21.

. Psph Ecoli ¢

Sigura 21, Caracterizacion melecudar de las copas zisladas de A, cugrecto oon pudricicn

©

Con base al ndmero de fragmentos y su tamano en Kbp. obtenidos tras la digestion de la
secuencia ubicada en la region intergénica 16S-238 con fa enzima HinFI de cada una de las
bacterias, se hizo un andlisis de conglomerados. que permitié agrupar a aguellas bacterias

que tenian mds homogeneidad en el tamafio y patrén de sus fragmentos y separando a
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aquellas bacterias que divergian en cuanto al tamafio v patrén de sus fragmentos, ¢l

dendograma que representa este andlisis puede apreciarse en la Figura 22,

Lo ol oo tag o by laas syl

Distarmzia euclichana cuadracla
e,
ra
llrl’il’l’ll’llT_lfi'll"lllil_l_l[

Dd
Ecdi
Pa
Pepi

BV313
BY311
BY3a12
BY264

figura 22 Reiacicnes de similitugd de bacterias aisladas de A, cupregta con pudricidn blanda segin el sndlisis de
conglomerados del tamado y patrén de los fragmentos obtenidos de [a prueba RFLP-PCR de scuerdo al meétodo

UPGHM, {BY264, V313, BY311 y BV312, con sus testigos Pa: P auresginosya, Psgh: P. syringae, E. codi y Dd: D, dodantiil

Los testigos de la prueba D. dadantii, P. syringae y P. aureoginosa, fueron diferentes a
cualquiera de las bacterias aisladas (BV264. BV311, BV312 y BV313), pero £ coli
presentd el mismo nimero de fragmentos y tamafio de estos que los que se obtuvieron con

{a enzima HinFl de la region16S-23S para BV313 (Figura 23).

Tamano en kpb B syrinigae E. coli D. dadantii
850
650
500 P
e | T
400
ozt oo | nciecncuarr |
oz |
100 e B |
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La prueba RFLP-PCR mostré sus ventajas sobre la ITS-PCR al permitir un andlisis
sencillo y rdpido de la regidn intergénica 16S-23S, tal y como lo proponfan los autores Toth
et al., (2001) en su articulo y en base al cual se hizo esta prueba. Que descarté la idea de
que la bacteria BV264 y BV313 eran el mismo tipo de bacteria v que corrobord  que
BV311 y BV312 se trataban del mismo tipo de bacteria (Figura 22), pues no solo sus
colonias fueron morfolégicamente similarcs y dicron los mismos resultados para las
pruebas bioquiinicas, sino que su regidon intergénica resultd posecer el mismo tamafio y

sitios de digestion para la enzima HinFl.

En la ITS-PCR las bacterias aisladas BV311, BV312, BV313 y su bacteria testigo P.
aureoginosa, dieron €] mismo resultado, mostrando un nimero y tamafio de fragmentos
igual en su regidn intergénica. Si la investigacién solo se enfocara en esta prueba molecular
para caracterizar a las bacterias o determinar si eran diferentes, se habria concluido que
eran iguales, a pesar de que su morfologia colonial y pruebas bioquimicas supusieran otra

cosa.

La prueba RFLP-PCR fue concluyente en cuanto a constatar si las bacterias aisladas
eran o no parecidas entre ellas a nivel intergénico, demostrando que las secuencias de la
regién intergénica de estas bacterias pueden ser similares en tamafio, pero no en ¢l orden v
las bases que las conforman. Si bien pudo resolver la pregunta que se planteé en la
discusion de los resultados de la ITS-PCR: ;no serd que la bacteria BV264 y la BV313
pertenecen a la misma especie y que las bacterias BV311 y BV312 son también ambas de la
misma especie?, no dio una respuesta clara para la segunda pregunta ;ja qué especie de
bacterias perteneceran?, mostrando que esta técnica también tiene sus limitaciones, pues no
nos permite conocer por completo la naturaleza genética de estos organismos, es decir el
conocimiento de su secuencia base por base. Ademds también mostré que la bacteria
BV313 era igual que su testigo E. c¢oli y si solo se usaran estos datos para caracterizar a la
bacteria BV313, se concluiria que es una cepa de E. coli, lo cual resulta poco probable por

el simple hecho de que BV313 es capaz de producir pectinasas.

Waleron et al., (2002) emplearon la enzima HinFI para analizar diferentes especies del
género Erwinia con la técnica RFLP-PCR de la regién intergénica 16S-23S, concluyendo
que e¢s un método rapido, que no solo permite identificar a las especies dentro del género
Erwinia, sino también estudiar la diversidad entre especies en relacién a el rango de
anfitriones que pueden usar y su distribucidon geogrifica (Waleron et al.. 2002). Sin
embargo no proporcionan en su publicacién el tamaifio de los fragmentos obtenidos para

cada una de las bacterias, tan solo el niimero de fragmentos, lo cual no permitié compararlo
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con la investigacion aqui realizada, por ejemplo la bacteria Erwinia cacticida por ellos
analizada y que ha sido aislada de un especie emparentada con A. cupreata, que es A.
tequilana por Jiménez et al. (2004) habrfa servido de referencia para comparar con las
bacterias que en esta investigacidn se analizaron, lo mismo para la bacteria E. carotovora,
que menciona Fucikovsky (2002) es probablemente responsable de la “pudricién blanda™
que se presenta en distintas especies de agave a lo largo del pafs, para ver si tienen alguna

relacion con lo aqui encontrado.
8.5 Caracterizacion de patogenicidad

Las pruebas bioquimicas y moleculares para caracterizar a las bacterias permitieron
delimitar el trabajo. dejando solo a tres bacterias de interés para la investigacion. estas
bacterias fueron BV264. BV311 y BV313. Estas tres fueron las tinicas bacterias aisladas de
ejemplares de A. cupreara enfermos por “pudricién blanda”, capaces de producir una
enzima implicada en la aparicién de los sintomas, esta enzima fue de tipo pectinasa. Sin
embargo no se sabia si el tener la capacidad de producir enzimas pectinasa, era suficiente
como para desencadenar la patologia Hamada “pudricion blanda”. Es por eso que a las
bacterias se les someti¢ a pruebas de fitopatogenicidad, pues como Solanilla v Palenzuela
(2009) proponen. un patdgeno exitoso debe ser capaz de sobrevivir a las condiciones
desfavorables del apoplasto y de utilizar y manipular los recursos de la planta para su
propio crecimiento. Para el propdsito BV264, BV311l y BV313 fueron inoculadas en
cjemplares sanos de A, cupreata, pero también en otras tres especies vegetales diferentes,
para saber si su hospedero estaba limitado a A. cupreata o si ademds tenfan el potencial de

dafiar a otras especies vegetales moedelo.
8.5.1 Infiltracién de S. fonantha y C. endivia

8.5.1.1 8. iornatha

BV264. BV313 y BV311 no fueron capaces de macerar la superficie completa de ninguna
hoja de §. iornatha durante el experimento. a lo mds. hubo un ligero dafio tisular, pero
nunca llegaron a causar maceracion completa, lo mismo fue para el testigo negativo P.
aureoginosa, mientras que ¢l testigo positivo macerd 213.7 mm? en promedio por hoja en la

cual fue inoculado (Figura 22).
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D. dadantii fue 71.5% superior al ser comparado con la bacteria BV264 que fue la
bacteria que mas dafio tisular Ilegd a causar después de D. dadantii en el experimento

(Figura 25), con un promedio de 61.5 mm? de drea macerada por hoja.
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8.5.1.2 C. endivia

BV264, BV313 y BV311 no lograron causar maceracion alguna, de igual forma el testigo
negativo P. aureoginosa. La bacteria D. dadantii que fungia como testigo positivo macero

un promedio de 2761 mm? por hoja probada (Figura 26).
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D. dadantii macerd un 90.71% mis que la bacteria aislada que mas dafio tisular llegé a

causar, que fue fa bacteria BV311 que en promedio daiié 256.4 mm? (Figura 27).
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El que las bacterias aisladas puedan producir enzimas que degradan la pectina no
determina la sobrevivencia y reproduccion de dichas bacterias al lograr enrar en un
vegetal. Un factor clave para que un patdégeno tenga €xito, es que este sea capaz de
sobrevivir a las condiciones inhdspitas del apoplasto y no solo sobrevivir a este. sino
también poder emplearlo en su favor para proliferar (Solanilla y Palenzuela, 2009). Es claro
que las bacterias aisladas carecen de otros factores de virulencia que D. dadantii si poseé.
un ejemplo es su incapacidad para producir celulasas. que fue un factor. que se penso, las

pondria en desventaja al ser comparadas con D. dadantil.

Para que las bacterias puedan ser patégenas de un organisme vegetal determinado tiene
que existir una coevolucién que permita la interaccion entre la bacteria y la célnla vegetal
(Alfano y Colmer, 1996). Es claro que las bacterias aisladas no poseen mecanismos que les
permitan emplear a S. ionantha y C. endivia como hospederos para su desarrollo, si los
tuvieran se barajaria la posibilidad de que las bacterias aisladas fueran bacterias pectoliticas
con una amplia distribucién mundial y un gran rango de hospederos, como D. dadantii o P.

syringae mas bien se trata de bacterias con un rango de hospederos y distribucion limitados.

Si las bacterias BV264, BV311, BV312 y BV313 son capaces de causar alguna
enfermedad vegetal, se esperaria que la causaran en ejemplares de A. cupreata, que es la
especie de la cual se extrajeron y la cual podria ser su hospedero especifico. Para poder
causar una enfermedad las bacterias tienen que sobrepasar dos lineas de defensa en los
vegetales, primero un reconocimiento de los patrones de la superficie celular y segundo una
linea de defensa cualitativa en la que el hospedero reconoce a los efectores, los genes que
codifican para proteinas efectoras estdn en una relacidn uno a uno con los genes de
resistencia de los vegetales, de tal manera que si una proteina efectora secretado por la
bacteria no llega a ser reconocida por el producto del gen de resistencia del hospedero, esto
conllevaria a una infeccion exitosa (Bent y Mackey, 2007). Las bacterias aisladas y
probadas sobre hojas de S. iornatha y C. endivia probablemente no posean protefnas
efectoras que pasen las defensas que proveen los productos de sus genes de resistencia.
pero puede que esto no suceda en A. cupreata y también habria que probar en una especie

genéticamente mas emparentada a A. cupreata, como podria ser A. tequilana.

8.5.2 Infiltracion en A. cupreata

En el experimento que se hizo con hojas de A, cupreata las bacterias BV264 y BV3I13 no
causaron dano alguno en las 20 repeticiones que s¢ hicicron del experimento, por o que
pueden quedar descartadas como posibles fitopatdgenos a pesar de tener la habilidad de

producir pectinasas (Figura 28). Sin embargo la bacteria BV311 tuvo un comportamiento
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diferente al ser inoculada en las hojas de A. cupreata, si bien solo logré macerar 4 hojas de
20 repeticiones (17%), esto ya la separa de BV264 y BV313 que no lograron macerar
ninguna. D. dadantii, que es una bacteria conocida por su gran capacidad para macerar
tejido vegetal, durante el experimento consiguid macerar 6 hojas de 20 repeticiones (23%),
apenas dos hojas mds que BV311, en este experimento D. dadantii solo fue un 6% mas

efectiva que BV311 en 20 repeticiones (Figura 29).
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Del total de plantas probadas en el experimento, solo & hojas (23%) fueron
completamente maceradas por D. dadantii, 4 (17%) por la bacteria BV 311 y 7 (26%) por
la bacteria BV07 (Figura 30). La bacteria BV311 solo se distancio en un 6% de D. dadantii,

que es una bacteria modelo para este tipo de maceracidn, en cuanto a BV264 y BV311 no

resultaron ser bacterias patdgenas para esta especie vegetal.
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La inhabiiidad de BV264 y BV313 para causar una infeccidn en A, cupreata de nuevo
muesira que un patdgeno exitoso emplea mds de un mecanismo para aprovecharse de Jos
recursos de un organismo vegetal. La produccion de enzumas pectinasa que BV264 vy
BV313 poseen, es por ejemplo uno de varios mecanismos de los cuales D. dadantii se vale

para atacar al vegetal.

Aunque la produccion de enzimas pectoiiticas (liasas pectato v poligalacturonasas) de

D. dadanrii son el factor mds importante de su virulencia. también posee otros factores que
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la convierten ¢n un patdgeno efectivo. tales como la produccidn de enzimas celulasa que le
suministran fuentes alternas de carbono (Murata er «l.. 1991), los sistemas de hierro
mediados por el sideréforo. que son receptores ubicados en la membrana externa de la
bacteria que se unen a complejos siderdforo-hierro especificos v que promueven su
transporte activo en el periplasmo (Braun ez al., 1998) y los genes hrp. que regulan el
sistema por ¢l cual la bacteria inyecta protemas mvolucradas en la virulencia a la célula
vegetal (efectores T3SS) (Buonaurio, 2008). La expresion de cualguiera de estas funciones
estdn reguladas para responder a distintos estimulos que la bacteria puede llegar a en
encontrar en ¢l apoplasto, como la presencia de sustancias pécticas, un pH dcido. baja
disponibilidad de hierro v magnesio y la presencia de sustancias antibacteriales (Venkatesh
et al., 2006).

D. dadantii muestra que la relacion patégeno-hospedero ¢s mds compleja, que tener una
enzima que ayuda a degradar la pectina no asegura la supervivencia y colonizacion en el
apoplasto. El reconocimiento de un anfitrion por el patdgeno dispara modificaciones en el
metabolismo celular necesarias para la sobrevivencia del patégeno y que este puede hacer
una colonizacion exitosa de su anfitrién. que comuinmente mvolucra una interaccidn
compleja de maltiples factores regulatorios (Venkatesh et al.. 2006). Quizd las bacterias
BV264 y BV313 son bacterias oportunistas, que aparecieron sobre el tejido necrosado de A.
cupreata cuando la enfermedad va se enconiraba en un estado avanzado, siendo ambas
bacterias capaces de aprovechar la pectina del vegetal cuando Jos sistemas de defensa va
hubieran sido sobrepasados por otro agente patdgeno, pero estas serfan incapaces de

detonar la enfermedad.

Un caso diferente resulté el de la bacteria BV311, que si bien no tuvo la misma
efectividad que D. dadantii (fue un 6% inferior), si fue capaz de detonar la enfermedad. Se
trata de una bacteria que posee la capacidad de sobrevivir en el apoplasto y que produce
una o varias proteinas efectoras que no pueden ser contrarrestadas por los genes de
resistencia de A. cupreata (Bent y Mackey, 2007). Otro punto importante es que BV311 no
pudo enfermar a los vegetales endivia y violeta africana, otra diferencia con respecto a D.
dadantii, que sugiere que es un patégeno con un rango mas limitado de hospederos y que
quizd sea capaz de infectar a otros vegetales filogenéticamente cercanos, como A.
tequilana, que tiene mayor importancia econdmica y registra mds perdidas por “pudricion
blanda”.
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8.5.3 Infiltracion de A. tequilana

Las tres hojas que presentaron maceracion. completa, recibieron un inoculo con D.
dadantii. Es decir que del 100% de las hojas probadas solo un 2.5% presentd maceracion y
de las bacterias desconocidas, no se obtuvo ni siquiera un dano tisular relevante. mas alla

del que se caus6 con la aguja empleada para inocular las bacterias {(Figuras 31 y 32).
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En el afio de 1994 Valenzuela-Zapata er ¢l sugirieron que la bacteria responsable de
causar la “pudricién blanda™ en A. requiluna pertenecia al género Erwiniu. en concreto
mencionaron a la bacteria £, carotovora (Valenzuela-Zapata et af., 1994). Usar a esta
planta como modelo para estudiar la fitopatogenicidad de las bacterias aisladas era
umportante, pues es una especie [1logenéticamente cercana a A. cupreara y permitiria ver si
estas bacterias eran capaces de cmplear a plantas de otras especies como anfitriones,
autores como Jiménez er «l. vya habian sugerido que en la “pudricién blanda™ que A.
requilana presentaba estaban involucradas mds de una especie de bacterias (Jiménez ¢t al.,
2004). Sin embargo ninguna de las bacterias aisladas en la presente investigacion fue capaz
de infectar a A. tequilana, ni siquiera BV311. que logrd expresar los sintomas de la
“pudricion blanda™ en A. cupreata. Pero también es clerto que £, carofovora w otras
especies de Erwinia y Pseudomonas como Jiménez ef al. (2004) encontraron, tampoco
pudieron ser aisladas en A. cupreata, abriéndose las puertas a la posibilidad de que la
enfermedad que A. cupreata presenta es de naturaleza diferente a la de A. tequilana Weber,
que implica a otros patdgenos cuyos sintomas pueden ser parecidos a los causados por E.
carotovora 1 otras  especies de Erwinia vy Pseudomonas. pero (ue poseen  un

compartamiento y desarrollo tinicos.
8.6 Inoculacién de la bacteria usando como vehiculo a S. acupunctatus

Fueron tres los grupos probados en este experimento, con seis ejemplares de A, cupreara
cada uno, para ver las caracteristicas de estos grupos con mas detalle acudir al apartado
7.11.3 de este trabajo. A los 14 d del inicio de este experimento se obtuvieron los siguientes
resultados: El primer grupo (S. acupunctatus con D. dadantiiy presenté un total de cuatro
plantas con algun grado de maceracion, esta posela tonahidades café oscuro o amariilas, las
otras dos plantas restantes no presentaron daito algunc. El segundo grupo (S. acupunctatus
con BV311) presentd tres plantas con maceracién y otras tres sin dafio alguno. Finalmente
el tercer grupo (5. acupuncratus desinfectado). que era el grupo testigo de la prueba, no
presenté maceracion alguna. ocasionados por los habitos alimenticios de los escarabajos. El
total y el promedio de mm? macerados por cada grupo y el numero total v el promedio de

hojas daitadas se puede observar en las Figuras 33, 34 v 33.
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Figura 35, Elemplaras de A cupreats 2 fos 14 digs de haber Inigiado o prueba. (A} Con 5. ocupunctatus alimentado con

. dedantfi {3} Con 5. acupuncigtus alimentado con BY311 {{) Con 8. geupunctotus solo desinfectado {testigel.

A la fecha no se ha publicado un estudio que demuestre que la bacteria que produce fa
“pudricion blanda™ en A. fequilana emplee un vector para su dispersion. aun menos un
estudio que demuestre lo mismo para la especie A, cupreata. sin embargo se especula que

asi ocurre y que el vector que esta bacteria emplea es S. acupuncraus.

Por otro lado. la literatura disponmible que demuestra que la bacteria E. carofovora que
causa “pudricidn blanda” en patatas necesita de vectores para dispersarse, todos ellos
insectos, los vectores sugeridos son Drosophila melanogaster v Drosophila busckii, en los
cuales se ha podido observar que la bacteria puede sobrevivir por pertodos prolongados en
el tracto digestivo de estos insectos, esta proteccidn e$ muy importante, ya que E
carotovorg no tesiste muy bien la exposicion al aire (Brewer er «f., 1981). A individuos
criados en laboratorio de D. melanogaster se les ha infectado con £. carorovora y se ha
observado que de sus cxcrementos y sus vomitos se pucden obtener colonias de £
carotovora. que de alguna manera logra sobrevivir y encontrar un ambiente agradable en el
interior del insecto y que al colocar estas moscas infectadas en vegetales sanos, causan la
enfermedad mencionada a través de depositar sus heces v su vémito en heridas del vegetal
(Jackzo et al.. 1983).

Es muy probable que ia bacteria que causa lta enfermedad de A. cupreata, emiplee un
mecanismo similar al de E. carotovera al refugiarse en S. acupunctarus. En campo se
observé que los ejemplares de A. cupreata enfermos por “pudricion blanda™. también
presentaban infestaciones de picudo negro. En los estudios hechos sobre A. requilana y el
impacto que S. acupuncratus tene sobre esta especie, se ha observado que en fos tejidos
enrojecidos cercanos a las galerfas, que las larvas de este escarabajo hacen al mnstalarse
dentro del agave, se encuentran ilenas de bacterias (Waring y Smith.1986).

o

1

De 8. acupunciatus sc menciona que ha pasado a ser considerado como la mayor plaga

que tiene el agave que se usa para elaborar el pulque (Agave atrovirens), tequila (A
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tequiluna) y el mezcal (A. angustifolia) (Wooruff y Pierce. 1973). En este experimento se
observé que el impacto de S. acupunctarus fue nulo sobre A. cupreara en un periodo de dos
semanas. cuando no fue infectado con bacteria alguna. pero que al ser infectado con BV311
o D. dadantii, las condiciones cambiaron. ocasionando en algunos casos una pudricion

severa.

Podria ser que la patogenicidad asoclada al insecto. sea consecuencia de una bacteria
patégena que fogra alojarse en €l v lo emplee como vector. Pero también es cierto que,
aunque ¢l insecto no portara una bacteria patdgena, genera constantes heridas en la planta
por sus hdbitos alimenticios y reproductivos (Aquino et al.. 2010), y estas heridas pueden
ser entrada de bacterias v hongos que podrian hospedarse en el vegetal y enfermarlo. Es
importante tener siempre presente a S. acupunctatus en todas las investigaciones que se
hagan con respecto a la “pudricion blanda™ de A. cupreata, pues ¢s un organismo que tiene
un ciclo de vida estrechamente relacionado con las agavdceas v que en campo stempre se le

encontrd en aquellos ejemplares que se encontraban enfermos.

8.7 Induccion de Ia enfermedad con una infiltraciéon en la base de las hojas de un

ejemplar completo A. cupreata

S “gﬁa@»

Sizura 36, fvoiucion de i3 aparicidn de sintomas de pudricion blanda sn 4 cupresiy infiftrado con O dadantil, {A)
tiempiar de A, cupreato invectado con D dodanti en =l primer dia del superimento. [B] Mismo alempiar de 4,

cuprecta @ ios 14 dias del axperimanto.

De los dos grupos probados en el experimento. a los 14 d, el que {ue infiltrado con D.
dadantii no presentd ningun indicio de maceracidn en las plantas que lo conformaban. de
icual forma las plantas del grupo que fue infiltrado con BV311 no mostraron ningin

cambio que haga pensar que una maceracidn estd tomando tugar en su tejido. La
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infiltracién divecta  de las bacterias mostrd  ser inefectiva al intentar reproducir la

enfermedad (Figura 36).

El principio de este experimento tue muy similar al de la intiltracidn. y se hizo para
cvaluar una respuesta distinta en un organismo cntero de A. cupreata, a la que se obtuvo
solo en sus hojas. Sin embarge no ocurrio ningun cambio relevante. esto se podria explicar
con la baja frecuencia que se obtuvo en el experimento de la “infiltracion en hojas de A.
cupreata” . en el que la bacteria testigo D. dadanrii solo logré causar maceracién en un 23%
y la bacteria BV311 solo un 17% de un total de 20 repeticiones para cada bacteria, en la
actual prucba tan solo se emplearon 6 repeticiones, por lo que no encontrar maceracion

alguna en una muesira tan pequena, no es del todo una sorpresa.

Sin duda el experimento habria arrojado resultados mas interesantes si el monitoreo del
s¢ hubiera llevado por mads tiempo que dos semanas y si la muestra empleada hubiera sido

mis amplia.

Al comparar este experimento con el que usd seis agaves junto a escarabajos S.
acupunctarus. se notan grandes diferencias, pues los insectos que fueron alimentados con
D. dadantit lograron causar maceracion en 66.7% de los individuos y BV311 en el 50% de
los individuos. Habria que pensarse en que podrfa haber ocurrido en una muesira mas
amplia y con periodos de monitoreo mas prolongados. sin duda hay una diferencia muy

grande entre inocular solo la bacteria en el vegetal y emplear un vehiculo para ello.
8.8 Aislamiento de Bacteriofagos
8.8.1 A partir de muestras de tejido vegetal necrosado

No logré encontrarse ningdn bacteridfago para ninguna de las bacterias probadas.
BV264,. BV311, BV312 y BV3I13.

8.8.2 A partir de muestras de suelo

Se estandarizd la metodologia para detectar la presencia de bacteridfagos en una
muestra. Estos bacteridfagos que se encontraron fueron para la bacteria BV264, se obtuvo

una calva clara, que mostraba la inhibicion de ta colonia (Figura 37).
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Figura 37. Calva obtenida para iz cepa BV264 2 partir de una rmuestra de suelo. {A} Caiva {B! Medio cublerto por fa

bacteria BV264.

Williamson et al. (2003) recomiendan en la etapa de aislamiento agregar 0.5 mL de
cloroformo a los sobrenadantes que se obtuvieron de las muestras de suelo y tejido vegetal
necrosado, en los cuales se esperaba encontrar bacteridfagos, antes de almacenarlos a 4°C.
Con la f{inalidad de evitar cualquier tipo de contaminacién celular. Durante la
estandarizacion de la técnica se prescindié del uso de cloroformo, usando como dnico
medio de Hmpieza la centrifugacién y el filtrado, sin sufrir contaminacion alguna por parte
de bacterias, si alguien realiza un trabajo posterior basdndose en las metodologias
empicadas en csta tesis, tenga presente la recomendacion de Williamson et ad. (2003) por si1
encuentra bacterias que logren pasar los controles que proporcionan la centrifugacion y el

filtrado.

Aunque BV264 no resulté ser una bacteria interesante debido a que no logrd causar

maceracion en A. cupreata, ayudo a estandarizar las pruebas de aislamiento.
8.9 Multiplicacion de Bacteriofagos

A partir de ia calva que se obtuvo de la bacteria BV264 se tntent6 realizar la multiplicacion

de los virus, esto no se consiguid y la téenica no logrd ser estandarizada.

El intento de multiplicar al agente que causaba inhibicion [ue infructuoso. solo se
realizé un intento. sin usar todo el material que se obtuvo de la inhibicida por temor a

perder todo el material en el primer ensayo. ¢l resto fue almacenado a 4°C.
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<Pero porqué ¢l material empleado no pudo multiplicarse una vez que fuc puesto en
contacto con las bacterias?. El primer paso para que un bacteridfago pueda causar una
infeccién en una célula bacteriana. es que las paiticulas del bacteridfago puedan ser
absorbidas por esta (Caso er «l., 1993). La absorcidon no solo es dependiente de los
receptores especificos que posea la célula en su superficie, sino que también depende de
ciertos cationes presentes en ¢l medio donde se espera que suceda este proceso (Topley y
Wilson, 1990). Los bacteriéfagos usualmente requieren de cationes divalentes en altas
concentraciones para esto, tales como el calcio (Ca) o el magnesio (Mg) (Watanabe y
Takesue, 1972). El medio LB que se utilizé para la interaccion no contenia ninguno de fos
cationes antes mencionados, a pesar de que era una recomendacion que los autores Van
Twest y Kropinski (2009), en los cuales se basé parte de esta metodologia. ya daban al
sefialar que muchos bacteriéfagos requieren de entre 1-10 mM de iones tales como Ca?* o
Mg?2* para su unién a la superficie celular de la bacteria o su crecimiento. Y que ademds es
una buena idea incluir 1-2 mM de Ca** en todo el medio cuando se trabaje con

bacteriéfagos desconocidos o con mezclas de ellos (Van Twest y Kropinski, 2009).

La falta de tiempo impidié que se lograra estandarizar la técnica, es probable que otro
trabajo con mayor dedicacion a este apartado consiguiera otros frutos. el uso de los cationes
divalentes de Ca y Mg deberia ser tomado en cuenta para futuros trabajos sobre el tema, al
menos esta es la solucidn que se propone para eliminar el problema gue se tuve en la

presente investigacion.
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10. Conclusiones

Se aisld del tejido vegetal de A. cupreata con pudricién blanda las bacterias BV264,
BV311, BV312 y BV313 que produjeron pectinasas distintas al género Erwinia de estas
solo la bacteria BV311 fue capaz de producir maceracién del tejido vegetal que se conoce
causan maceracién del tejido en otras especies de agave, como A. requilana, fue aislada de
la zona productora de Mezcal del estado de Michoacén.

La bacteria aislada fue denominada BV31l y es capaz de producir proteinas que le
permiten degradar pectina. BV311 no es capaz de causar maceracidn en las especies
vegetales S. iornatha y C. endivia, tampoco en la especie A. tequilana, filogenéticamente

cercana a A. cupreata.

Se aislaron bacteri6fagos de la region productora de mezcal del estado de Michoacén,
donde ejemplares de A. cupreata son afectados por la “pudricién blanda”, sin embargo
estos bacteridéfagos no se multiplicaron y no causaron inhibicién en la bacteria BV311. Pero
si inhibié el crecimiento de otra bacteria que fue inocua para A. cupreata denominada
BV264 en este trabajo. Si bien no se inhibe a la bacteria BV311, si demostré que es posible
aislar bacteriéfagos en las inmediaciones de donde una bacteria se encuentra proliferando y
que un estudio mdés detallado se lograrén aislar otro tipo de bacteriéfagos que podrian ser

especificos para BV311.
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11. Perspectivas

Las caracteristicas de la “pudricion blanda” que A. cupreata presenta en el estado de
Michoacdn, requieren de mds estudios, que al final permitan construir un marco de
referencia a todos aquellos que quieran seguir empledndola para fines comerciales o para su
proteccién como especie endémica, estudios que no solo se limiten al estado de Michoacén,
sino que se extiendan a todas aquellas regiones en las cuales esta especie se pueda
encontrar. Més aislamientos del patdgeno y estudios del mecanismo por el cual este se
dispersa son requeridos, que no solo arrojarfan datos relevantes para esta especie, sino que
ayudarfan a comprender mejor la naturaleza de la enfermedad conocida como “pudricién
blanda” que afecta a varios miembros de la familia Agavacea, que no solo pondria en

peligro su viabilidad comercial sino que también su biodiversidad.

En este estudio se encontrd que las bacterias BV264, BV311, BV312 y BV313 aisladas
de A. cupreata con pudricién blanda, son capaces de producir proteinas implicadas en las
degradacién de la pectina, sin embargo en este trabajo no se investigo la naturaleza quimica
de estas pectinasas, valdria la pena hacer otro tipo de pruebas que permitan identificar a qué
grupo de enzimas pectoliticas pertenecen estas proteinas. Asimismo en el presente estudio
solo se hicieron pruebas para detectar la produccién de enzimas celulasa y pectinasa, seria
interesante saber si las bacterias aisladas, sobre todo BV311, son capaces de producir otras

proteinas efectoras propias del sistema de secrecion tipo II.

Las pruebas moleculares que se realizaron, ITS y RFLP, permitieron saber si las
bacterias aisladas eran filogenéticamente emparentadas entre si 0 a alguno de los testigos
empleados en la prueba, sin embargo fueron insuficientes para determinar exactamente a
qué especie de bacterias pertenecian cada una de ellas. Un estudio que permitiera
secuenciar ¢l ADN de estas, no solo seria mas concluyente con respecto a los resultados
que la ITS y RFLP arrojaron, sino que también permitiria saber con exactitud a que especie

pertenecen las bacterias.

En las pruebas de fitopatologia, en las cuales se emplearon ejemplares completos de A.
cupreata, se hicieron seis repeticiones, es probable que al usar una muesira més amplia de
la misma prueba no solo beneficiaria su relevancia, sino que también arrojaria resultados

a0n m4ds interesantes.

Los bacteriéfagos sin lugar a dudas estdn presentes en la zona productora de mezcal del
estado de Michoacdn, no por nada los virus son las particulas biolégicas mds abundantes

del planeta, ain mads que las bacterias. Pero un estudio que desee aislar bacteridfagos
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altamente liticos para una bacteria fitopatdgena, solo debe dedicarse a ese tema, ya que es
muy extenso, sin embargo el aislamiento del fitopatégeno en A. cupreata que causa la
“pudricién blanda”, jamas habia s1do aislado lo que se logro en este trabajo como principal
objetivo, lo que facilitard en trabajos posteriores la busqueda de un bacteriéfago especifico
para el patégeno que causa la “pudricién blanda” en A. cupreata, y también sera importante
tomar en cuenta el uso de calcio y magnesio bivalente, para la multiplicacién de los
bacteriofagos ya que en este estudio se determind como una limitante en la multiplicacion
de los bacteriéfagos.
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Anexo I: Componentes de los Medios de Cultivo

Medios para crecimiento y conservacién de colonias de bacterias:

M9+PGA para 1 L

Reactivo Cantidad
Sales M9 5x 200 mL
MgS04 2mL
CaCi2 1M 0.1 mL
PGA 5% (pHS.5) 20%

Sales M9 35X para 1 L

Reactivo Cantidad
NaZHPO4.7H20 64 g
NaCl 25¢
NH4C] Sg
KH2PO4 15¢

MO+PGA conagarpara | L

Misimos componentes que el medio M9+PGA. solo se le agrega agar.

Agar 15¢

Agar nutritivo para 1 L (pH 7.4)

Reactivo Cantidad

Extracto de came

Extracto de Levadura

th o =
g 05

Peptona o4

Cloruro de sodio 5¢g

Agar I5¢g
LB liquido | L (pH 7.0)

Reactivo Cantidad

Triptona 10g

Extracto de levadura S5¢
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NaCi 10¢g

Medios para caracterizacion biogquimica:

Medio PEL (Para preparar 1 L)

Reactivo Cantidad
Bacto Agar 16 ¢
Bacto Extracto de Levadura al 20% 5 mL
(NH4)2 SO4 al 10% 10 mL
MgSO4.7H20 al IM I mL
Glicerol al 50% 10 mlL
Acido Poligalacturénico al 2% 250 mL
Buffer fosfato para medio PEL 200 mL

Ingredientes para el Buffer fosfato para medio PEL:

Buffer fosfato para medio PEL (pH 8.0)

Reactivo Cantidad
Na2HPO4 anhidrido i5¢g
NaH2PO4.1H20 0.7 ¢

Medio CEL (para preparar 1L)

Reactivo Cantidad
Carboximetil Celulosa 10 ¢
Bacto Agar 16 g
Bacto Extracto de Levadura ai 20% 253 mL
Glicerol al 50% 4 mi
Fosfato 50x 20 mL
(NH4)2 SO4 al 10% 10 mL
MgSO4.7H20 al 1% 10 mL

Medio Agar con Azicar y bacterias:

Reactivo Cantidad

Bacterias crecidas en LB 1 OD
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Azucar
Agar
H20

5
1

Ajustar volumen segln se requiera.

~
a4

R
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BIBLIOTECA CUCBA

Anexo I1:Buffers

Buffer de lisis (Cheny Kuo. 1993 )

Reactivo Concentracion
Tris acetato (pH 7.8) 40 mM
Acetato de sodio 20 mM
EDTA I mM
SDS 1%

Buffer fosfato de potasio pH 6.8 (DeAngelis, 1997)

Reactivo Cantidad
K2HPO4 al 1M 497 mL
KH2PO4 al 1M 50.3 mL

10X Dream Tag™ Buffer (Fermentas)

Como este es un buffer con una formulacidn patentada todo cuanto se menciona, en una

nota del proveedor, es que contiene KCl, (NHs)»50s y MgClz a una concentracion de

20mM
Buffer TAE 30x (Solucidn de anaquel. 1L)

Reactivo Cantidad
Tris base 242 ¢
Acido acético glacial 57.1 mL
EDTA 0.5M pH 8.0 100 mL
Agua destonizada 750 mL

JX NEBuffer 4 pH 7.9 2 25 °C (New England Biolabs we.)
Reactivo Concentracion
Acetaio de potasio 50 mM
Tris Acetato 20 mM
Avetato de Magnesio 10 mM
Ditiotreitol I mM
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