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Stamp


Cada uno de nosotros, como el maguey, nace en la tierra tibia
de México.
Aferrado con amor a ella, crece.
En la escasez y en la sequia, al cielo levanta sus hojas con
puas.
En gratitud, florece una vez, y sSe seca.
(Karl Von Gagern, 1862)
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l.- INTRODUCCION GENERAL
El maguey mezcalero (Agave cupreata) es una planta representativa de México. De
ella se obtiene la bebida alcohdlica llamada mezcal (Barraza et al., 2014). El cultivo
de esta especie es de gran importancia, debido a su alto requerimiento como
materia prima en la industria mezcalera. En México se producen anualmente
alrededor de dos millones de litros, generados a partir de magueyes presentes en
330,000 ha cultivadas con esta especie (Pérez et al., 2016). El mezcal se elabora
en nueve entidades federativas de México que poseen la Denominacion de Origen
del Mezcal, la cual protege la propiedad y comercializacion. La produccion en el
estado de Guerrero ocurre en 80 localidades de 18 de sus 81 municipios (Diario
Oficial de la federacion 2012) de las regiones: Centro, Costa Grande. Tierra
Caliente, Norte y Montafia. Guerrero es el segundo estado en importancia nacional,

después de Oaxaca.

Al generar un numero importante de empleos: desde jornaleros hasta profesionistas
haciendo investigacion sobre el manejo de la especie: al contribuir para su manejo
agronoémico, preservacion, cosecha, produccion y comercializacion (COMERCAM.
2019). Ademas, contribuye a la conservacion de los bosques, selvas bajas y
matorrales, que son habitat de animales de importancia ecolégica (CONABIO,
2018).

Las plantas de maguey alcanzan su madurez sexual entre siete y 15 afios, periodo
durante el que estan expuestas al efecto de diversos factores bidticos y abioticos.
Entre los primeros, esta el coledptero Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal,
conocido comunmente como el picudo del maguey, es considerado el principal
insecto plaga del agave al alimentarse de los tejidos de la planta, ademas de
favorecer condiciones para el desarrollo de otros macro y microorganismos en los
magueyes cultivadas o silvestres. Entre estos, es importante comprender la
compleja interaccion que involucra a S. acupunctatus y bacterias (Beltran, 2005).

Dickeya chrysanthemi se aislo recientemente a partir de ejemplares de A. cupreata

colectados en viveros de Chilapa, Guerrero (Cabrera et al., 2019). Es muy comun



encontrar asociados a S. acupunctatus y D. chrysanthemi. Entender su interaccion
biolégica es importante para mejorar la tecnologia de control. En combinacion,
ambos organismos causan diferentes dafios a plantas de A. cupreata, como son:
pudricién, degradacién y barrenado de tejidos, generando pérdida de plantas y baja
productividad en vivero y poblaciones silvestres. ElI conocimiento de dicha
interaccion permitird establecer las bases para el manejo de la enfermedad y del
picudo. Ademas, podra servir para consulta de futuras investigaciones (Garcia-
Mendoza, 2011).

Los objetivos fueron determinar la interaccion bioldgica de Dickeya chrysanthemi
con Scyphophorus acupunctatus en plantas de A. cupreata, considerando el modelo
patdégeno-vector. Y evaluar diversos antibioticos para determinar el que presentara
la mayor efectividad para el control de D. chrysanthemi.



Il.- OBJETIVOS
2.1.- Objetivo General

Explorar la participacibn de Scyphophorus acupunctatus como vector de
Dickeya chrysanthemi, agente causal de la pudricion del cogollo de agave-
mezcal (Agave cupreata) y susceptibilidad in vitro del patdgeno a antibiéticos

de uso comercial y experimental.

2.2.- Objetivos Particulares

a) Determinar la capacidad de Scyphophorus acupunctatus para trasmitir
células de D. chrysanthemi, transformadas con el plasmido pFAJ1819A, y
causar marchitez suave de plantas de A. cupreata en condiciones de

laboratorio y vivero, con base en el modelo de los postulados de Koch.

b) Documentar la naturaleza de la interaccion fisica bacteria-insecto en el
proceso de transmision con base en cortes anatémicos de 6érganos internos

de S. acupunctatus infestados con la cepa transformada de D. chrysanthemi

c) Explorar la sensibilidad in vitro de D. chrysanthemi a 14 antibidticos

mediante la técnica de antibiogramas.



l1l.- HIPOTESIS

3. 1.- Hipétesis Generales

En la interaccion parasitica marchitez-Agave cupreata, el insecto

Scyphophorus acupunctatus es el vector preferente de D. chrysanthemi al

portarlo internamente, y es sensible a antibidticos de uso comercial y

experimental

3. 2.- Hipotesis especificas

a)

b)

Scyphophorus acupunctatus es capaz de portar internamente células de D.
chrysanthemi, en una relacion no especifica, y asociado a la bacteria,
también de replicar la marchitez suave observada en plantas de agave-

mezcal (A. cupreata) en Guerrero, México.

La transformacion genética de D. chrysanthemi con el plasmido
pFAJ1819A permite detectar por fluorescencia la ubicacion precisa de la
bacteria en Organos internos del insecto, y a la vez, documentar su
presencia inequivoca en las diferentes etapas de verificacion etiologica de

la marchitez del cogollo, en el contexto de los postulados de Koch.

D. chrysanthemi presenta susceptibilidad diferenciada a distintos

antibioticos de uso comercial y experimental.



IV. REVISION DE LITERATURA GENERAL

4. 1.- El Maguey mezcalero

La familia Agavaceae esta ampliamente distribuida en el mundo. Por su diversidad,
es un digno representante de México, con cerca de 330 especies, de las cuales 251
se ubican en este pais. De ellas, 177 son endémicas y pueden ser encontradas en
24 estados. El género Agave se distribuye desde el sur de los Estados Unidos de
América hasta Ecuador, (Garcia-Mendoza, 2002 y 2011).

Cabe mencionar que, del total de Agaves identificados a nivel internacional, México

posee en su territorio el 75 % de las especies conocidas (Flores et al., 2010).

En todo el mundo, México se considera como el centro de origen del maguey
mezcalero. Guerrero es uno de los nueve estados que cuentan con la Denominacion
de Origen de Mezcal (CRM, 2018).

Agave cupreata es una especie endémica, de la depresidén del Rio Balsas, una
region semiarida de Guerrero y Michoacéan, se distribuye en laderas de 1220 1850

msnm, este agave se destina a la produccién del mezcal. (Gentry, 1982).

El maguey puede vivir entre cinco y setenta afios, segun la especie. Al llegar a su
madurez produce cientos de flores que ofrecen néctar a insectos, aves y
murciélagos que favorecen la polinizacion. Las flores fertilizadas producen semillas

gue son dispersadas por el viento y lluvia (Martinez-Palacios et al., 2011).

4. 2.- Importancia del maguey mezcalero

En Mesoamérica, los Agaves se conocen desde antes de la llegada de los
conquistadores europeos. Los pueblos originarios de México los empleaban como
fuente de alimento, bebida, fibra, medicina y material de construccién. Los
colonizadores esparioles lo llamaron “maguey”, palabra adoptada en su paso por
las Antillas en el siglo XVI. Viene del nahuatl mexcalli (de metl, maguey, e ixcalli,

cocido) (Guerrero, 2017). La palabra Agave, derivada del griego “admirable” o



“noble” y su nombre cientifico fue acufiado por el naturalista sueco Carl von Linné
en su obra Species Plantarum en 1753. (CONABIO, 2018)

Tal es la diversidad del maguey o Agave, que de esta se obtienen productos
famosos en todo el mundo, como el Mezcal y el Tequila, asi como otros de menor
conocimiento y difusion, tales como el pulque, la bacanora y el sotol, bebidas
artesanales consumidas en diversas regiones de México. Ademas, existen otros
productos derivados, como fibras textiles, forrajes, gusanos de maguey. Jarabes de
agave, bebidas fermentadas (savia de la inflorescencia, jugo de hojas crudas o de

pifias cocidas (Rodriguez et al., 2017).

En el grupo de los agaves usados para elaborar las bebidas etilicas, fermentadas y
destiladas, esta el maguey mezcalero (A. cupreata) de mayor importancia
econdmica. El estado de Guerrero actualmente produce 5 millones de litros anuales,
en 18 municipios de las regiones de Tierra Caliente, Centro, Norte, Montafia y Sierra
(SIAP, 2019).

4.3.- Problemas fitosanitarios del maguey

El género agave, al ser una especie rica en azucares, es atacada por plagas,
enfermedades y malezas, lo que llega a generar grandes pérdidas e incrementa
costos de produccion (CRM, 2019).

4.3.1.- Plagas del maguey
El Maguey es afectado por distintas plagas, por el dafio que causan, los han
clasificado en: barrenadores, chupadores y rizéfagos (Solis et al., 2002).

Estos son algunos insectos considerados plagas relevantes en A. cupreata y son:
escarabajo Rinoceronte, Strategus aloeus (L.). El insecto S. acupunctatus Gyllenhal
y S. interstitialis (Pérez y Rubio, 2007).



4.3.2.- Enfermedades de importancia en el maguey
En cultivos tecnificados de A. cupreata se han aislado diferentes hongos como:

Nectria miltina, Alternaria tenuisisima, Fusarium oxysporum, F. proliferatum.

Asi mismo, se ha aislado una bacteria que causa sintomas de pudricion, identificada
como Erwinia sp., posteriormente corroborada con Erwinia carotovora, (Morales et
al., 2012).

Beltran (2005) documenté varios microorganismos en el lumen intestinal de larvas
de S. acupunctatus. En este trabajo se identific6 a Rhodutula mucilaginosa,
Leuconostos mesenteroides, Erwinia sp, Pseudomonas paucimobilis y algunas
especies de Candida, asociados al dafio observado en Agave tequilana Weber var.
Azul.

4.4.- Posicién como plaga.

El picudo S. acupunctatus esta catalogado como la plaga de gran importancia por
su rango de distribucion, registrado en todas las etapas fenologicas del maguey
mezcalero A. cupreata, A. tequilana Weber var. Azul, A. angustifolia (Haw) y en sisal
(A. sisalana Perrine), (Halffter, 1957).

Dicha especie causa dafios desde 25 hasta el 95 % en la materia prima para
produccion del mezcal, tequila y otros subproductos que se obtienen del maguey,
favoreciendo la entrada de otros microorganismos al momento de perforar las
galerias en las hojas y pifias del Agave. Algunos autores consideran al picudo como
transmisor de fitopatdgenos (bacterias y hongos) en Agaves, encontrandose el resto
del afio (Solis et al., 2001).

4.5.- Hospedantes
El picudo del agave S. acupunctatus, suele preferir especies como A. cupreata, A.
tequilana, A. fourcroydes, A. atrovirens Karw, A. angustifolia, A. sisalana, A.

americana L. y A. lechuguilla Torr., de la misma manera se ha evidenciado en



plantas del género Dasyliron y especies como el nardo (Polianthes tuberosa L.),
(Yucca valida Brandegee), (Aloe vera), (Draco sp.) hasta en especies de cactus,
como el Pachycereus pringlei (Solis et al., 2001; Servin et al., 2006; Gonzélez et al.,
2007 a; Maya et al., 2011).

4.6.- Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal.

4.6.1.-Distribucion geografica

El picudo S. acupunctatus fue identifcado por primera vez en América, en la
actualidad esta disperso por todo el mundo, encontrandose en Africa, Estados

Unidos, Tanzania y sudamérica (Gonzalez et al., 2007).

4.6.2.-Clasificacion taxonémica

Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Coleoptera

Familia: Dryophthoridae

Género: Scyphophorus

Especie: S. acupunctatus

Nombre cientifico Scyphophorus acupunctatus

Sinonimias: Rhynchophorus asperulus Le Conte, 1857, Scyphophorus anthracinus
Gyllenhal, 1838, Scyphophorus interstitialis Gyllenhal, 1838 (Max del henequén),
Scyphophorus robustior Horn, 1873 (CAB International, 2016).

4.6.3.-Descripcion morfoldgica del picudo

Los adultos de S. acupunctatus, su medida va de 12 a 15 mm de longitud, pueden
llegar a crecer hasta 19 mm; su cuerpo es negro brillante. El abdomen consta de 10
secciones, sin embargo, en la parte ventral solo cinco son visibles y en el dorso se
aprecian ocho (Siller, 1985; Booth et al., 1990).



Para determinar el sexo de los adultos, se usa la ultima seccion del abdomen en la
parte ventral, para las hembras es acuminado y angosto, mientras que en los
machos es romo y suele ser mas ancho (con forma de media luna) (Ramirez, 1993a;
Sille 1985).

Los huevecillos son ovoides de aproximadamente 1.5 mm de longitud y de 0.5 a 0.6
mm de diametro de color crema. Cuando estan bien desarrolladas llegan a medir
alrededor de 18 mm a lo largo por 4 mm de ancho. Las pupas, del tipo exarata,
tienen una longitud media de 16 mm (Lock, 1969; Ramirez, 1993).

4.6.4.-Biologia del picudo

El ciclo biologico de este insecto depende del huésped, esto con base en los
estudios realizados en diferentes especies de agave, el ciclo biolégico varia en
funcién del contenido de nutrimentos que son esenciales para el 6ptimo desarrollo
de S. acupunctatus. El tiempo de incubacién del huevo es de 3 a 8 dias, aunque
con frecuencia duran 5 dias. En estado de larva su estadio vario; un ejemplo, es en
el maguey pulquero Agave atrovirens el insecto presenta tres estadios requiriendo
58 dias para completar su desarrollo, mientras tanto en A. sisalana dura cinco
estadios que necesita 21 a 58 dias para alcanzar su desarrollo. En A. fourcroydes
presenta 11 estadios, con ello necesita 108 dias para alcanzar su desarrollo. Las
etapas de prepupa (larva en el cocon) y pupa de 2 a 16 dias. El adulto puede llegar
a vivir hasta ocho meses (Bravo et al., 2004)

Ramirez (1993) menciond que el ciclo biologico de S. acupunctatus necesita un
promedio de 135 dias, a 27 °C.

4.6.5.-Habitos de S. acupunctatus

El insecto se ha localizado los 365 dias del afio, ademas no les gusta la claridad.
Por lo general arriban primero en las hojas del maguey y de ahi se introducen al
cogollo hasta llegar a la raiz de la planta. En dafios muy severos la planta queda
completamente infestada, se ha documentado que prefiere plantas adultas, pero

también en plantas jovenes. De acuerdo con distintos autores, el picudo es atraido



por el agave con pudricion del cogollo o en estado de mayor severidad (Gonzalez
et al., 2007).

Estos carbohidratos representan una importante fuente de energia para los insectos
herbivoros, especialmente durante el estado larvario. Algunos carbohidratos son
mas importantes que otros. La fructosa es la mas utilizada en un 100 %. La sacarosa
se relaciona con el peso del cocon. Por lo general, los carbohidratos utilizados por
el insecto son mono y disacaridos. (Beltran, 2005).

Otro estudio demostré6 que el contenido de nitrogeno en la dieta diaria es
proporcional al desarrollo del insecto, y que los niveles de proteina solubles y
aminoacidos son importantes para proporcionar la cantidad de nitrégeno total. El
agua en los alimentos es de gran importancia para algunas especies de insectos,
incluido S. acupunctatus, porque un bajo contenido de esta puede reducir la

eficiencia en la absorcidn de nitrogeno (Frieind, 1958).

El picudo cuando recién emerge se queda dentro del cocon por varios dias.
Después sale de este, pero permanece en la pifia (copula ahi) por un tiempo o irse,
esto depende de la cantidad de alimento para ovipositar y alimentarse. Los picudos
por lo general se quedan cerca de donde nacieron, lo que quiere decir que no se
dispersan muy lejos (Solis, 2001).

4.6.6.-Dafos por picudo.

Las piflas presentan dafios causados principalmente por larvas, se alimentan
haciendo galerias, en plantas de siete afios o hasta de un afio (Gonzalez et al.,
2007a).

El insecto llega a dafar un 24.5 % en pifias de A. tequilana, el grado de ataque
propicia la muerte total de la planta, a diferencia de otros insectos y plagas de los
magueyes en que su ataque es secundario al picudo, debido a la asociacion que

realiza este insecto, inicia el ataque y la planta se debilita, tanto en especies



silvestres como en vivero. reportada en especies silvestres, pero también en vivero
(Solis et al., 2001).

El principal dafio lo genera el picudo al perforar el tejido del agave, permitiendo la
invasion de fitopatégenos, como petobacterium carotuvrum J. causante de la
pudricion de cogollo en A. tequilana. Tal enfermedad podria ser mortal y se ha

propuesto considerar al picudo como vector de dicho (Gonzalez et al., 2007).

4.7.-Métodos de control biolégico, cultural y quimico

Para el control biolégico, han utilizado insectos que se alimentan del picudo o viven
asociados a él, como los histéridos que depredan larvas: Placodes ebeninus Liwis.,
Hololepta spp., L. cacti Marseul lioderma yucateca Marseul y L; el que vive como
parasito Alienoclypeus insolitus Shenefelt algunos hongos como Beauveria

bassiana (Bals) Vuill., Verticillium spp. Metarhizium anisopliae (Metchnikoff).

4.8.- Dickeya chrysanthemi como principal causa de dafio en cogollos de Maguey
mezcalero

Dickeya sp. se caracteriza por la capacidad de degradar los érganos suculentos de
sus hospederos y por sobrevivir largos periodos en suelo y en desechos vegetales,

lo cual genera infecciones latentes (Snehalatharani y Khan 2010; CABI 2011).

En un estudio realizado por Beltran (2005) menciondé que el picudo sirve de
transporte y huésped de la levadura Rhodutula mucilaginosa y Leuconostoc
mesenteroides. comenta que cada microorganismo ejecuta una funcion
indispensable en esta asociacion, donde la levadura es un productor natural de la
enzima inulinasa, provocando la hidrdlisis de la inulina y aportando los carbohidratos
para el desarrollo del insecto. La bacteria L. mesenteroides prepara el ambiente
favorable disminuyendo el pH sin dafar a la planta. Esto, para evitar presencia de

microbios secundarios u oportunistas como Pseudomonas y Erwinia.



Dickeya spp. y Pectobacterium son patdégenos de amplio rango de hospederos.
Fucikovsky y Velazquez (2002) mencionaron que las larvas introducen bacterias
pectinoliticas Gram positivas, que son las causantes de la infeccion, provocando
una pudricion suave y coloracién en el tejido, que conlleva al dafio total del agave.
Las condiciones ambientales de humedad, temperatura y disponibilidad de oxigeno
ejercen una gran influencia, tanto en la aparicion de la enfermedad como en la
extension del dafio causado. Las especies que afectan el pseudo-tallo de banano y
platano se han agrupado o nombrado como Dickeya chrysanthemi (Erwinia
chrysanthemi) y Dickeya sp. (Pectobacterium chrysanthemi) (Samson et al., 2005,
Lietal., 2011).

Algunos autores plantean que dicho patégeno puede causar pérdidas hasta de 90
%. Pectobacterium (antes Erwinia), incluye especies que ocasionan pudriciones
blandas por la degradacion enzimatica de la pectina estructural de la pared celular
vegetal. Dicha especie constituye un taxén complejo que incluye géneros con un
amplio rango de caracteristicas génicas, fenotipicas, bioquimicas y de hospederos;
en consecuencia, de una amplia distribucion (Edward et al., 1973).

Clasificacion Taxondmica de Dickeya chrysanthemi:

Reino: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Dickeya

Especie: chrysanthemi

Sinénimos: Erwinia carotovora var. Chrysanthemi, Erwinia chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum var. crisantemo, Pectobacterium cartovorum f. sp.
Chrysanthemi,  Pectobacterium  chrysanthemi, Pectobacterium parthenii,
Pectobacterium parthenii var. Chrysanthemi. Los nombres hacen referencia al

huésped que pudieran afectar, de esta manera, E. chrysanthemi se ha clasificado



en distintos patovares, (pv. chrysanthemi, pv. Dianthicola, pv dieffenbachiae, pv.
Paradisia, pv. Parthenei y pv. zeae). Recientemente, dichas especies han sido
transferidas al género Dickeya, quedando distribuida en las siguientes especies, D.
chrysanthemi, D. dianthicola, D. dadantii, D. diaffenbachiae, D. zeae D. solani
(Samson et al., 2005, Corzo et al., 2017).

4.8.1.-Descripcion Morfolégica de Dickeya

Dickeya spp., es una bacteria con forma bacilar, Gram-negativa, anaerdbica
facultativa y motil con varios flagelos peritricos, el rango del tamafio de las células
va de 0.8 a 3.2 um por 0.5 a 0.8 um. Las bacterias Pectobacterium carotovorum
subsp, carotovorum y de P. atroseptricum se pueden diferenciar a través, de
caracteres bioguimicos y serologicas moleculares. Dichas bacterias dependen de la

fuente de carbono y energia disponible en la planta con pudricién.

4.8.2.-Reservorios de Dickeya chrysanthemi

Allium cepa, Dianthus caryophyllus, Agave spp., Zea mays, Solanum tuberosum y
otras especies horticolas y ornamentales. Sintomatologia en patata, podredumbre
blanda, necrosis y marchitez sistémica, en condiciones climaticas humedas y
cdlidas, en maiz y otras especies podredumbre hiumeda y marchitez de cogollo y
doblado de las plantas a nivel del cogollo (Samson et al., 2005).

4.8.3.-Distribucion geografica de Dickeya
Se encuentra en zonas templadas y subtropicales: Estados Unidos, Canada, Nueva

Zelanda, Japon y México (Palacio et al., 2006).
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VI. CAPITULO |. DEMOSTRACION DEL PAPEL DE Scyphophorus
acupunctatus COMO VECTOR DE Dickeya chrysanthemi, AGENTE CAUSAL
DE LA MARCHITEZ DEL COGOLLO DE Agave cupreata.

DEMONSTRATION OF THE ROLE OF Scyphophorus acupunctatus AS A
VECTOR OF Dickeya chrysanthemi, CAUSAL AGENT OF THE MARCHITY OF
THE BROWN, OF Agave cupreata.

6.1. RESUMEN

Agave cupreata es una especie endémica del estado de Guerrero y Michoacan,
México. La pudricion del cogollo, causada por Dickeya chrysanthemi (Dc), es uno
de los principales problemas parasitarios en campo y viveros. Scyphophorus
acupunctatus (Sa) se ha reportado asociado a la trasmision de Dc, agente causal
de la marchitez del cogollo de agavaceas. El objetivo de este trabajo fue demostrar,
mediante técnicas de transformacion genética, analisis histologico del insecto y
pruebas de inoculacion, el papel de S. acupunctatus como vector de D.
chrysanthemi. Las pruebas se realizaron en plantulas de un afio de A. cupreata,
considerando tres periodos de inoculacion-alimentacion (24, 48 y 72 h) con base en
el modelo de los Postulados de Koch. Durante las pruebas de transmision
(inoculacion) se observé que el picudo porté internamente células de Dc, ademas
de otras especies bacterianas como Pseudomonas sp., que junto con Dc, no
pudieron eliminarse mediante distintos métodos experimentales, incluido el uso de
antibioticos. Para fortalecer las pruebas de transmision y confirmar la presencia
inequivoca de Dc en las distintas etapas del proceso experimental se recurrié a su
transformacion con un fluoréforo pFAJ1819 (GFP: Km). se demostré que Sa es
vector de D. chrysanthemi. Los sintomas inducidos por la alimentacion de insectos
infectados internamente con Dc fueron tipicos a los observados por la infeccion
individual por esta especie bacteriana. Los sintomas de pudricibn blanda
promovidos por picudos infestados con la bacteria fueron hasta en un 90 % en el
periodo de alimentacion mayor (72 h). Se observaron células de Dc a lo largo del



tubulo de Malpighi que va desde el ventriculo anterior hasta el posterior del lumen

de Scyphophorus cupunctatus G.
Palabras clave: Agave Cupreata, Dickeya chrysanthemi, Scyphophorus acupunctatus, vector,

pudricién blanda.

6.1.1. ABSTRAC

Agave cupreata is endemic to the state of Guerrero and Michoacan, México. The rot
or wilting of the bud, caused by Dickeya chrysanthemi (Dc), is one of the main
parasitic problems in the field and nurseries. Scyphophorus acupunctatus (Sa) has
been reported to be associated with the transmission of Dc, a causal agent of the
withering of the agavaceas bud. The objective of this research was to demonstrate,
through genetic transformation techniques, histological analysis of the insect and
inoculation tests, the role of S. acupunctatus as a vector of D. chrysanthemi. The
tests were carried out on one-year seedlings of A. cupreata, considering three
periods of inoculation-feeding (24, 48 and 72 h) based on Koch’s postulate model.
During transmission tests (inoculation) it was observed that the weevil carried Dc
cells internally, in addition to other bacterial species such as Pseudomonas sp.,
which together with Dc, could not be eliminated by different experimental methods,
including the use of antibiotics. To strengthen the transmission tests and confirm
Dc’s unequivocal presence at different stages of the experimental process, its
transformation with a pFAJ1819 fluorophore (GFP: Km) was used. Sa was shown to
be a vector for D. chrysanthemi. The symptoms induced by feeding insects internally
infected with Dc were typical of those observed by individual infection by this
bacterial species. Symptoms of soft rots promoted by weevils infested with bacteria
were up to 90 % in the longest feeding period (72h). Dc cells were observed along
the Malpighi tubulus ranging from the anterior ventricle to the posterior lumen of

Scyphophorus acupunctatus G.

Key words: Agave cupreata, Dickeya chrysanthemi, Scyphophorus acupunctatus, vector, soft rot.



6.2. INTRODUCCION

El mezcal es una bebida que se elabora de diferentes agaves mezcaleros, y su
aprovechamiento genera empleos, uno de estos agaves es el maguey papalote
Agave cupreata es una planta endémica que se distribuye en la Depresion del
Balsas, una regién semiarida de los estados de Guerrero y Michoacan, al sur -
occidental de México (Martinez-Palacios et al., 2011).

El crecimiento de la industria mezcalera ha incrementado la demanda de plantas,
por lo que la produccién en viveros ha crecido en las comunidades de Chilapa
(Aquino et al.,, 2007 y CRM, 2019). La produccion de agave se ve afectada por
diversos problemas fitosanitarios como enfermedades e insectos plaga (Valenzuela,
2003), en el caso de las plagas la especie mas importante en el maguey es el insecto

S. acupunctatus conocido como el picudo (Gonzélez et al., 2007).

Las enfermedades mas peligrosas que afectan al cultivo de maguey son aquellas
contempladas en el sindrome de secazén, marchitez o pudricién del cogollo, Erwinia
sp, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum reportadas en Agave tequilana
y A. angustifolia respectivamente (Beltran 2005, Nufio, 2005 y Aquino et al., 2009).
Sin embargo, en Agave cupreata, se encontré a Dickeya chrysanthemi, causando

la pudricion del cogollo (Cabrera et al., 2019).

Waring y Smith (1986), Sanchez y Rodriguez (1999) reportaron que existen
evidencias de que Scyphophorus acupunctatus es un posible vector de las bacterias
gue provocan dicha pudricion del cogollo, sin embargo, las evidencias no son claras
ya gque no realizaron un estudio sobre la portacion de la bacteria en el picudo, solo

se asocia a la presencia y dafo.

Ademas, Beltran (2005) menciond que el picudo porta en su intestino las bacterias,

Leuconostoc mesenteroides, Erwinia sp y Psudomonas paucimobilis.



La enfermedad con mayor recurrencia en los cultivos, es la pudriciéon blanda
causada por bacterias, como Dickeya chrysanthemi, asociada a plagas como el
picudo S. acupunctatus. Afectando ambos organismos plantas cultivadas vy
silvestres. Dickeya sp., se ha caracterizado por la capacidad de degradar
principalmente los érganos suculentos, ademas de sobrevivir largos periodos de

tiempo en desechos vegetales y suelo (Snehalatharani y Khan 2010, CABI 2011).

S. acupunctatus porta de forma endémica e interna distintos microorganismos
bacterianos, entre los que se incluye D. chrysanthemi, dificiles de limpiar mediante
procedimientos de laboratorio. Por esta razon, se recurrié a la transformacion de D.
chrysanthemi con el plasmido pFAJ1819 la Proteina Verde Fluorescente (GFP; Km),
con la finalidad de distinguir la presencia de este patdgeno durante las pruebas de
trasmision realizadas. La presencia de D. chrysanthemi se confirm6 también
mediante histologia de distintos 6Organos internos en especimenes de S.
acupunctatus alimentados con plantas de A. cupreata, inoculadas con D.
chrysanthemi en condiciones controladas. El presente estudio tuvo como objetivo
determinar el posible papel de Scyphophorus acupunctatus como vector de Dickeya

chrysanthemi, agente causal de la pudricién del cogollo de plantas de A. cupreata.



6.3. MATERIALES Y METODOS
6.3.1 Localizacion.

Esta investigacion se realizdé en el Laboratorio de Microbiologia Agricola de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Ambientales, Universidad Autbnoma de
Guerrero, ubicada en el Km. 2.5 de la Carretera Iguala-Tuxpan, en Iguala de la
Independencia, Gro, Méx., y en el Laboratorio de Ecologia Gendmica del Centro de

Ciencias Gendmicas de la UNAM en Cuernavaca, Morelos, Méx.

6.3.2. Material Bioldgico.

Se utilizaron adultos de Scyphophorus acupunctatus, recolectados en cultivos de
Agave cupreata, de Chilapa de Alvarez, Guerrero (17°36'00"N y 99°10'00"W), los
muestreos fueron dirigidos a plantas asintomaticas a marchitez. Las plantas se
decapitaron y recolectaron los picudos presentes. Aproximadamente 100 picudos
gue se mantuvieron en Tarro pet transparente de 500 y 1000 mL LeoPastic® para
los diversos experimentos. Dicha especie se alimentd a base de hojas de A.

cupreata asintomaticas y desinfestadas con hipoclorito al 5 % por 10 min.

Las plantulas de Agave cupreata fueron proporcionadas por el vivero de la
organizacion Sanzekan tinemi, por lo que solo se utilizaron plantas asintomaticas
de aproximadamente un afio de edad, trasplantadas en suelo estéril, bajo

condiciones de invernadero.

La cepa de la bacteria utilizada Dickeya chrysanthemi, fue proporcionada por el
laboratorio de fitopatologia del COLPOS quienes fueron los que la aislaron e
identificaron en viveros de A. cupreata en Chilapa, Guerrero, causando la pudricion
blanda del cogollo (Cabrera et al., 2019)

6.3.3. Desinfestacion de plantulas
Las hojas de Agave cupreata se desinfestaron con hipoclorito al 5 % por 3 min, siete
veces enjuague con agua destilada estéril (ADE). El sustrato de suelo utilizado para

el trasplante se esterilizd en autoclave a 121 °C por 15 min.



6.3.4. Desinfestacion de Picudos, periodo de ayuno he infestacion

Los picudos confinados se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 5 % por
inundacion en matraz Erlenmeyer de 1 L. durante 2 minutos intercalado con agua
destilada estéril por siete veces. Con sanitos estériles se elimind el exceso de agua
y seleccionaron los picudos mas vigorosos y activos. Se colocaron en ayuno durante
3 dias en botes de plastico transparentes en condiciones asépticas a 30 °C y 80%
HR. Posteriormente se introdujeron en cajas Petri, donde se colocaron hojas de
Agave cupreata infectadas de D. chrysanthemy, un picudo por caja Petri, para

verificar la alimentacion.

6.3.5. Preparacion del indculo de Dickeya chrysanthemi

La bacteria previamente conservada en tubos de vidrio con agar se reactivo en agar
nutritivo (Pluripeptona, extracto de carne, cloruro de sodio, Agar) BD Bioxon
Fabricado en México por: Becton Dickinson de México, S. A. de C. V. Autopista
México-Querétaro, Km 37.5, complejo industrial Cuamatla, Cuautitlan Izcalli, Estado
de México, C. P. 54730.

Para las soluciones bacterianas se seleccionaron de 3 a 5 colonias con crecimiento
de 24 h. Las cuales se introdujeron en un tubo de ensayo con tapa rosca de 12x 75
mm, con 5 mL de agua destilada estéril. Esta solucion se preparé de acuerdo al

estandar de McFarland.

La investigacion se divide en varias etapas:

6.3.6. Infestacion de plantas de A. cupreata con Scyphophorus acupunctatus
contaminado naturalmente con Dickeya chrysanthemi

La primera fue evaluar el papel que juegan los picudos desinfestados y los obtenidos
directamente de campo (sin desinfestar) se colocaron uno por planta, y mantuvieron
en observacion hasta que penetraron completamente al cogollo de plantas
asintomaticas y producidas de forma aséptica con hipoclorito de sodio al 5 % por 3

min.



a) Se liber6 un picudo por planta alimentado con maguey infectado de D.
chrysanthemi y como testigo, picudos desinfestados con hipoclorito de sodio al 5 %

por 2 min.

b) Se coloc6 dentro de una microjaula un picudo alimentado con maguey infestado
de D. chrysanthemi y uno directo de campo sin desinfestar. Las microjaulas
consistieron de (un frasco con tapa de 5 mm y una pinza para sostener el cabello

con forma de cocodrilo, (Figura 6b).

c¢) Las plantulas se inocularon con una soluciéon de 1 pl x 108 UFC/mL. de Dickeya
chrysanthemi con jeringa hipodérmica. Las plantas testigo se infiltraron sélo con
agua destilada Estéril (ADE), se mantuvieron en condiciones de invernadero (30 °C
y 85 % HR). Las plantas experimentales se introdujeron en bolsas plasticas para

mantener las mismas condiciones de humedad relativa.

A las 24 h se extrajeron los picudos de las plantulas, enseguida con una regla se
midio la lesion o pudricion, esto de acuerdo al diagrama arbitraria para evaluar el
porcentaje de dafio en cm (Cuadro 1y Figura 2). A las 48 y 72 h se realiz6 el mismo

procedimiento.

Para el sacrificio, los picudos se introdujeron en un frasco de vidrio impregnado con

veneno volatil (Acetato de etilo) esto para evitar mayor sufrimiento.

6.3.7. Transformacion genética de Dickeya chrysanthemi

En la segunda etapa se recurrié a la transformacion de Dickeya chrysanthemi con
el plasmido pFAJ1819 la Proteina Verde Fluorescente (GFP;Km), para asegurar y
dar seguimiento a la bacteria en el picudo (Xi et al., 1999). Para los ensayos de
conjugacion, D. chrysanthemi (cepa receptora) y E. coli S17-1 Apir (huésped de
plasmidos), que posee el pFAJ1819 (cepa donadora) fueron cultivados
individualmente en caldo LB agar, Miller (Luria-Bertani) Becton, Dickinson and

Company. Por una noche. Posteriormente, los cultivos fueron mezclados en



proporcion 2:1 en placas de agar LB y se incubaron por 24 h a 30 °C. La mezcla
bacteriana fue resuspendida en 1 mL de 10 mM Mg SOa4, 0.01 % tween40 (v/v) y
diluciones de esta mezcla fueron plateadas en agar Koser citrate (Difco laboratories)

con Kanamicina (45 mg/mL).

Las colonias transconjugantes (célula receptora que ha incorporado un segmento
de ADN de la célula donadora) resistentes a Kanamicina y emisoras de
fluorescencia bajo luz ultravioleta fueron inoculadas en laminas de papa (2 cm x 2
cm), previamente lavadas con agua destilada estéril y etanol al 70 %, e incubadas
por 72 h a 30 °C. las cepas fluorescentes causantes de pudricion de la papa fueron
consideradas como D. chrysanthemi marcadas con la proteina verde fluorescente.
En el contexto de los postulados de Koch. Los picudos portaron, con caracter
endémico, levaduras sp, que no se logré eliminar internamente mediante distintos

métodos experimentales, incluido el uso de antibibticos (ver Figura 9).

6.3.8. Diseccién de Scyphophorus acupunctatus G.

En la tercera etapa se utilizaron 30 picudos desinfestados con hipoclorito de sodio
al 5 % por dos minutos, en ayuno por tres dias y alimentados con Agave cupreata
infestada artificialmente con la cepa de D. chrysanthemi transformada con el
plasmido pFAJ1819A (GFP; Km).

La diseccion de los especimenes se realizd bajo Microscopio Estereoscoépico Zeiss
Stemi SV 6, con pinzas de diseccion y Bisturi del No. 10 iniciando con la separacion
de los musculos que unen el protérax y mesotérax y también los apéndices alares
y las patas segun Lanuza-Garay (2015). para los cortes del lumen se tomé como

referencia la (Figura 1).

Las visceras internas se eliminaron del cuerpo utilizando una tijera titular de aguja
tipo Forceps de 14 cm y escalpelos estériles. Posteriormente, fueron trituradas

usando un mortero (Evans et al., 2015).



Con algunas modificaciones al protocolo propuesto por Koga et al. (2009), se
procesaron los cortes del lumen intestinal de S. acupunctatus para cuantificacion de
Unidades Formadoras de Colonias (108 UFC/mL) de D. chrysanthemi en medio Agar

nutritivo, adicionado con Kanamicina.

Las modificaciones realizadas al protocolo propuesto por Koga et al (2009) se
indican a continuacion: la diseccion se realizé en PBS (Phosphate-buffered saline)

compuesto de NaCl, Na2HPO4, KCl y KH2POa. Pero las piezas no se deshidrataron

con etanol, asi mismo no se fijaron en carnoy’s toda la noche.

Figura 1. Faringe (fa), esofago (es), buche (bc), proventriculo (pv), cardias (ca),
ventriculo anterior (va), ventriculo posterior (vp), piloro (pl), ileo (il), tabulos de
Malpighi (tm ), colon (cl), recto (rt) y ano (a), imagen tomada como referencia para

los cortes del lumen intestinal (Rubio y Acufia, 2006).



Cuadro 1. Diagrama de Severidad Arbitraria para Evaluar el (%) de Dafio causado
por D. chrysanthemi asociado a S. acupunctatus en plantulas de maguey A.
cupreata.

Categoria Dafo de tejido total (%) Tiempo (h)

0 0 0
1 1-3cm =25 12
2 4-7 cm =50 24
3 8-12cm =75 48
4 13 -15cm =100 72

Para elaborar este cuadro se tom6 como referencia la escala propuesta por Solis
et al. (2001).

0% 25 %

Figura 2. Escala de dafio en hojas de A. cupreata, inoculadas de manera artificial

con la cepa de D. chrysanthemi calculada en cm.

La escala arbitraria se utiliz6 para medir con una regla en cm el dafio causado por
la bacteria D. chrysanthemi infiltrada con jeringa y asociada a S. acupunctatus en
plantulas de A. cupreata. La hoja asintomatica representa el (0) %, de 1-3 cm (25)
%, de 4-7 cm (50) % y de 13 a 15 cm representa el 100 % de dafio. La escala se
adapt6 de esta manera porque el tamafio de las hojas de A. cupreata utilizadas en

los experimentos de 8 a 17 cm de largo y 4 a 8 cm de ancho.



6.3.9. Disefio experimental y analisis de resultados

Se utilizé un disefio completamente al azar con seis tratamientos, incluyendo a tres
testigos con cinco repeticiones por tratamiento, los resultados se analizaron
mediante analisis de varianza (ANOVA) los tratamientos se compararon mediante
la prueba de Tukey (P<0.05), con el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis

System, version 9.4%)

6.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Dafio causado por S. acupunctatus infestado artificialmente por D.
chrysanthemi

El porcentaje de dafio por hoja en plantulas de A. cupreata, se calculdé con base a
la escala arbitraria (Figural). El porcentaje de hojas con sintomas de pudricion
blanda en las plantulas de A. cupreata es provocado por S. acupunctatus infestados
artificialmente con D. chrysanthemi (S-D). Y picudos desinfestados (S), mostraron
diferencias significativas en los tres tiempos. De esta manera la Figura 3 el dafio
gue causa el picudo y la bacteria juntos es progresivo en los tres tiempos (24, 48 y
72 h), pero también se observa el dafio causado por el picudo sin D. chrysanthemi
el dafio no presenta tal aumento en los tres tiempos (24, 48 72 h) esto es debido

gue solo es dafio mecénico.
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Figura 3. Dafo promedio (%) en hojas de Agave cupreata infestada por S.
acupunctatus contaminado artificialmente con D. chrysanthemi en condiciones de

vivero en Iguala, Gro., México.

En la Figura 3, se pueden observar que los dafios por pudricion fueron superiores a
mayor periodo de alimentacion (72 h), alcanzando un valor maximo de 90 %
También, los dafios fueron mayores cuando el tiempo de alimentacion se combiné
con picudos infestados de manera artificial con plantulas inoculadas con D.
chrysanthemi. El dafio observado en 72 h fue de 95.8 %. La severidad de la
enfermedad se mantuvo sin cambios en un 25 % en (24, 48 y 72 h), cuando se

utilizaron picudos sin D. chrysanthemi, esterilizados por inmersion.
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Figura 4. Porcentaje de dafio en plantas de A. cupreata causada por el picudo
directo de campo (sin limpiar) colocado dentro de una microjaula y asociado con D.

chrysanthemi en condiciones de vivero en Iguala, Gro., México.

La mayor severidad de pudricion se observé a las 72 h de iniciada la prueba

alimentacion, con valor maximo de 83.3 % (Tukey P<0.05).



En la Figura 4 se muestra el dafio (%) en hojas causado por especimenes de S.
acupunctatus infestados naturalmente con D. chrysanthemi (obtenidos de campo) y
colocados dentro de una microjaula. A 24 h se observé pudricion blanda del 31. 25
% y a 72 h la bacteria habia degrado el resto de las hojas y el cogollo de la plantula
con 54.17 % de severidad (Tukey P<0.05).
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Figura 5. Dafio promedio (%) en hojas de Agave cupreata inoculadas por infiltracion
de D. chrysanthemi en condiciones de vivero en Iguala, Gro., México.

El dafio que causoé D. chrysanthemi en las hojas inoculadas con aguja hipodérmica
fue de 24.17 %. En plantas infiltradas con agua destilada no se observo pudricién,

so6lo dafio mecanico causado por la aguja (Figura 5).

Comparando el porcentaje de dafio provocado por D. chrysanthemi asociado a S.
acupunctatus en plantulas de Agave cupreata en las (Figuras 3 y 4), Solis et al.
(2001) reportaron un 24 % de dafio en pifias de A. tequilana, causado por S.

acupunctatus, datos similares se pueden observar en la Figuras 5.

Teran-Vargas y Azuara Dominguez (2013) refirieron que el dafio causado por la

larva o el adulto del picudo a nivel fisiologico y mecanico influye en el desarrollo del



Agave. Un dafio similar se observo en las plantulas con pudricién blanda causado
por picudos libres y los que fueron colocados en microjaula infestados con D.
chrysanthemi. Esto a pesar de diferir en dimension del estudio y el tamafio de la
muestra y a distinta escala el porcentaje del dafio estd documentada de manera
clara.

La patogenicidad de D. chrysanthemi transformada se corroboré en hojas de A.
cupreata. Esto, de acuerdo a los postulados de Koch (Figura 7 A, B, C, D y E)
habiendo un dafio se aislé la muestra en agar nutritivo con Kanamicina. Esto
permitid alimentar a S. acupunctatus con maguey inoculado con D. chrysanthemi
transformada con el plasmido pFAJ1819 (GFP; Km), lo que permitié observar su
presencia de D. chrysanthemi en el lumen intestinal de Scyphophorus acupunctatus,
a lo largo de los tubulos de Malpigui (Figura 8 D, E, Fy G), ubicados en el proctodeo
de donde se originan y van desde la valvula pilérica hasta el ano, diferenciandose
dos partes: el intestino anterior y el recto, el primero puede ser un simple tubo o
subdividido en ileo y colon. Los tubulos de Malpigui tienen la funcidén excretora
desembocando en la parte anterior del proctodeo, de igual manera, como
mencionan Rubio y Acuia, (2006).

Picudo libre, estd dentro Dafio por picudo directo Marchitez inducida por la
del cogollo del maguey de campo y colocado inoculacion de D.
con el objeto de ver el dentro de la microjaula chrysanthemi con jeringa

aumento del dafio en 24 h hipodérmica



Figura 6. Plantulas de A. cupreata con sintomas de pudricién blanda inducidos por

inoculacion de D. chrysanthemi inocula por tres métodos distintos.

En la Figura 6 se observan los diferentes tratamientos utilizados para reproducir los
sintomas de marchitez en plantas de A. cupreata por infestaciéon de picudos: (a)
picudo alimentado con plantas infestadas artificialmente con D. chrysanthemi y
picudo desinfestados externamente. Ambos colocados de forma libre sobre las
plantulas. (b) picudos recolectados en campo sin desinfestar y especimenes
alimentados con plantas inoculadas con D. chrysanthemi. (c) plantulas infestadas

Unicamente con D. chrysanthemi por infiltracion usando jeringa hipodérmica.

En la (Figura 7B) se observa el crecimiento de la colonia transformada de D.
chrysanthemi a 24 h de incubacién. Con luz UV se aprecia en color verde
fluorescente. Esta cepa se utilizd para infestar internamente especimenes de S.
acupunctatus. La Figura 7C se muestra el avance de la pudricion 24 h después de
ser expuesta a la alimentacién de especimenes de S. acupunctatus infestados
internamente con la cepa transformada de D. chrysanthemi (7D) hoja con pudricién
de 48 h y picudo alimentandose, 7E) con luz UV la hoja de maguey presenta color
rojo en toda la zona afectada, dafio similar al observado en Figura 7(A), por ultimo,
mediante la prueba de tincion de Gram se confirmd también que la bacteria
reaislada fue la misma que se utilizo en la infestacion de S. acupunctatus mediante

un proceso de alimentacion.



Figura 7. Sintomas de marchitez replicados en una hoja de Agave cupreata por
alimentacion de especimenes de S. acupunctatus infestados internamente con una
cepa transformada de D. chrysanthemi con el plasmido pFAJ1819, con base en el
modelo de los Postulados de Koch. A) hoja infectada por una cepa de D.
chrysanthemi transformada con el plasmido pFAJ1819 que confiere fluorescencia,
B) Placa Petri con la cepa de D. chrysanthemi aislada de una hoja con sintomas de

pudricion blanda transformada genéticamente, C) y D) hojas con dafios foliares



causados por la alimentacion de S. acupunctatus infestados con la bacteria
transformada, observados con luz UV (izquierda) y blanca (derecha), E) placa con

D. chrysanthemi re aislada de la hoja (C) con sintomas de pudricion.



Proctodeo

Figura 8. Cortes histolégicos del lumen intestinal de S. acupunctatus que muestran
la presencia de células de una cepa de Dickeya chrysanthemi transformada con el

plasmido pFAJ1819A que le confiere fluorescencia: tubulos de Malpigui (tm),



Intestino completo (A), buche (B), proventriculo (C), ventriculo anterior (D),

ventriculo posterior (E) y proctodeo (F).

El lumen intestinal es un tubo que va desde el pico hasta el ano y esta dividido en
tres partes: estomodeo, mesenteron y proctodeo. El estomodeo abarca la (faringe,
esofago, buche y proventriculo. A su vez, el mesenteron esta dividido en dos
ventriculos, el anterior de forma ovoide y el posterior de forma alargada,
presentando abundantes ciegos gastricos El proctodeo inicia en la valvula pilérica,
continuando con el ileo y colon y desembocando el ducto en el ano; ésta regiéon
presenta varios plegamientos, en los cuales se acoplan los 6rganos reproductivos
Figura 8 (A).

En el buche (B) y proventriculo (C) no se observaron células bacterianas
fluorescentes. Sin embargo, en el ventriculo anterior (D) y ventriculo posterior(E) se
observaron los tubulos de Malpigui de color verde fluorescente, evidenciando la
presencia de D. chrysanthemi transformada, en relacion al proctodeo (F) se puede
decir que es donde se agrupan los tubulos de Malpigui observandose mayor
fluorescencia a lo largo de estos hasta desembocar en la parte anterior del

proctodeo cerca del ano.

Hakim et al. (2010) describieron que el proventriculo es el segundo 6rgano mas
largo y sitio de digestion y adsorcion de nutrientes y entrada de muchas bacterias,

eso explica la presencia de D. chrysanthemi en estos 6rganos.
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Figura 9. Cantidad de colonias fluorescentes de D. chrysanthemi presentes en

organos de S. acupunctatus colectado en Chilapa, Gro., México.

En la Figura 9, se muestra que S. acupunctatus aloja mayor cantidad de células
bacterianas de D. chrysanthemi transformada con el plasmido pFAJ1819 en el

proctodeo (abdomen) y menor cantidad en el estomodeo (cabeza).



Figura 10. Plaqueo del lumén intestinal de S. acupunctatus G. “k” representa el

antibiotico, los numeros 1, 2, 3, 4, 5, y 6 son las repeticiones. Faringe y esofago

(A), buche(B), Ventriculo posterior(C) y proctodeo (D).



Figura 11. Levaduras Gram negativas obtenidas del lumen intestinal de
especimenes de Scyphophorus acupunctatus, colectados de plantas de Agave

cupreata en Chilapa, Gro., México.

Para confirmar la presencia de D. chrysanthemi a lo largo del lumen intestinal de S.
acupunctatus. se colocaron en placas, los cortes del insecto (Figura 8) en agar
nutritivo con Kanamicina. Como resultado, hubo mayor namero de colonias
fluorescentes en el buche (B) y ventriculo posterior(C), menor crecimiento de
colonias fluorescentes en el proctodeo (D). Estos resultados se obtuvieron con seis
repeticiones por érgano de S. acupunctatus. la Figura 10 Unicamente muestra las

placas donde hubo crecimiento de la bacteria fluorescente.

A pesar de haber utilizado el medio con el antibiético Kanamicina, se observaron
células bacterianas distintas a D. chrysanthemi, en todas las placas de Petri. Estas
tuvieron forma redonda y de color crema, también fueron resistente a Kanamicina.
De acuerdo a los postulados de Koch, no presentaron tal patogenicidad en las
plantulas de A. cupreata inoculadas con la levadura. Asi mismo con la tincién de
Gram se confirm6 que son Gram negativas al presentar una coloracion roja y con

forma ovalada, Figura 10.



6. 5 CONCLUSIONES

S. acupunctatus es un vector natural y persistente de Dickeya chrysanthemi. Los
sintomas replicados en plantas de A. cupreata por especimenes contaminados
internamente con el patdégeno transformado con el plasmido pFAJ1819A fueron
idénticos a los producidos por la infiltracion de la cepa de Dickeya chrysanthemi
transformada y silvestre. La incubacion de extractos de jugo intestinal de S.
acupunctatus permitié6 observar la cepa de D. chrysanthemi fluorescente en los

tubulos de Malpigui, asi como la recuperacion de la cepa inoculada.

D. chrysanthemi coexiste con otras especies bacterianas endémicas que
constituyen la flora natural de S. acupunctatus, la cual no pudo ser eliminada con
sustancias desinfectantes de uso externo o interno, incluidos diversos antibiéticos

como Kanamicina, Oxitetraciclina y Sulfato de Estreptomicina.

D. chrysanthemi, sola 0 en asociacion con Scyphophorus acupunctatus, causoé
pudricion significativa en las plantas inoculadas o infestadas a 24, 48 y 72 h. la
mayor severidad de dafos se observo a 72 h en el tratamiento picudos libres sobre

las plantulas de A. cupreata e infestados de manera artificial con D. chrysanthemi.
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VII. CAPITULO Il. EXPLORACION DE LA SENSIBILIDAD in vitro DE Dickeya
chrysanthemi HA ANTIBIOTICOS

EXPLORATION OF THE in vitro SENSITIVITY OF Dickeya chrysanthemi TO
ANTIBIOTICS.

7.1. RESUMEN

El cultivo del maguey mezcalero A. cupreata, como principal recurso en la
elaboracién del mezcal. A propiciado su propagacion en los viveros de las
comunidades de Chilapa, Gro, México. La pudricion blanda del cogollo causada por
D. chrysanthemi, es uno de los principales problemas fitosanitarios en los cultivos
de agave. D. chrysanthemi se ha reportado asociado a insectos plaga, asi mismo
como agente causal de la marchitez de diversos cultivos de importancia econémica.
El objetivo de este trabajo fue explorar la sensibilidad de D. chrysantemi a 14
antibidticos. Las pruebas se realizaron de manera in vitro, con base a lo propuesto
por Kirbe-Bauer. Durante las pruebas se observé que los antibioticos: Oxitetraciclina
y Sulfato de estreptomicina inhibieron el 80 % de crecimiento de células bacterianas.
Palabras clave: Agave cupreata, Dickeya chrysanthemi, antibidticos, sensibilidad.

7.2. ABSTRAC

The cultivation of the mezcal maguey A. cupreata, as the main resource in the
production of mezcal. It has promoted its propagation in the nurseries of the
communities of Chilapa, Gro, Mexico. The soft rot of the bud caused by D.
chrysanthemi, is one of the main phytosanitary problems in agave crops. D.
chrysanthemi has been reported associated with pest insects, as well as a causal
agent of wilting of various economically important crops. The objective of this work
was to assess the sensitivity of D. chrysanthemi to different antibiotics. The tests
were carried out in vitro, based on what Kirbe-Bauer proposed. During testing,
antibiotics: Oxytetracycline and Streptomycin Sulfate were observed to inhibit 80%
bacterial cell growth.

Keywords: Agave cupreata, Dickeya chrysanthemi, antibiotics, sensitivity.



7. 3. INTRODUCCION

El agave es el género mejor representado de la familia Agavaceae con 210 especies
(Garcia-Mendoza, 2011). El area de mayor diversidad se encuentra en México
(Garcia-Mendoza, 2004), distribuidos principalmente en zonas aridas y semiaridas
(Pérez Molphe et al., 2012). El agave mezcalero Agave cupreata es una especie
endémica de la depresion del Balsas y se distribuye de manera natural entre los
1220 y 1890 metros de altitud en los estados de Guerrero y Michoacan (Gentry,
1982; Martinez-Palacios et al., 2011).

En Guerrero se cultiva principalmente en la region centro del Estado, en localidades
del municipio de Chilapa de Alvarez, constituye el sustento econémico de muchas
familias. Las exportaciones de mezcal crecieron en un 35 % y se ubicaron en 26.8
millones de ddlares, con lo que México anualmente produce dos millones de litros
(CRM, 2017).

Una de las principales limitantes para la produccion de esta bebida artesanal son
los problemas fitosanitarios de las plantas de agave, entre las que destaca la
pudricién blanda del cogollo causada por D. chrysanthemi. Considerada como una
de las enfermedades mas agresivas del cultivo de agave, esto por la maceracion de
tejidos y muerte de plantulas. Con una severidad de 25 a 80 % en viveros
comerciales de A. cupreata en Chilapa, Guerrero (Cabrera et al., 2019). Este
problema fitosanitario pone en riesgo la produccion de A. cupreata, debido al escaso
manejo profilactico en vivero, lo que no garantiza la sobrevivencia de las plantulas

en campo.

Dickeya chrysanthemi se encuentra distribuida en zonas templadas y subtropicales
(Palacio et al., 2006), se caracteriza por la capacidad de macerar tejidos suculentos
de sus hospederos, por la capacidad pectinolitica, ademas de sobrevivir periodos
largos en suelo y desechos vegetales (Snehalatharani y Khan 2010, CABI 2011). El
control de esta enfermedad se basa principalmente en el uso de bactericidas de

origen sintético; sin embargo, el uso excesivo y frecuente de estos productos genera



resistencia en los microorganismos, lo que conlleva problemas de salud y
contaminacion del medio ambiente, generando asi mayor exigencia en producir
alimentos libres de agroquimicos por parte de los consumidores (Sanchez-Bayo y
Tenneekes, 2015).

El antibiograma es una herramienta utilizada en la bacteriologia, su importancia
conlleva a un tratamiento especifico hacia enfermedades bacterianas que afectan a
distintos cultivos de importancia econémica. En la actualidad, se ha observado
resistencia de los microorganismos a una gama de antibiéticos (Islam et al., 2014).
Ante la problematica expuesta, el presente estudio se planteo6 el siguiente objetivo,
determinar la sensibilidad in vitro de Dickeya chrysanthemi a antibidticos

comerciales y exclusivos para uso de laboratorio.

7.4. MATERIALES Y METODOS

7.4.1. Localizacion

Estas pruebas se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia Agricola de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Ambientales, Universidad Autonoma de
Guerrero, ubicada en el Km. 2.5 de la Carretera Iguala-Tuxpan, en Iguala de la
Independencia, Gro, Méx.

7.4.2. Material Bioldgico.

La cepa de la bacteria utilizada Dickeya chrysanthemi, fue proporcionada por el
laboratorio de fitopatologia del COLPOS quienes fueron los que la aislaron e
identificaron en viveros de A. cupreata en Chilapa, Guerrero, causando la pudricidon
blanda del cogollo (Cabrera et al., 2019)

Sensidiscos: se cortaron discos de papel filtro de 10 mm, posteriormente se
esterilizaron a 21 °C por 15 min.

El antibiograma, esta compuesto de doce antibiéticos (multidiscos combinados
MULTIBAC 1.D).



7.4.3 a) Método del antibiograma disco-placa.

Para los multidisco se utilizé la técnica propuesta por Kirby-Bauer, un método
desarrollado por National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS-
2017). Se colocaron 203 pL de solucion bacteriana sobre una caja Petri con medio
Agar Nutritivo (Bioxon ™) y con un isopo estéril se homogenizé completamente
sobre la superficie del agar. Enseguida se colocaron los multidiscos (MULTIBAC
[.D: Reg. No. 1159R2002SSA) compuestos de papel secante impregnado con 12
antibioticos de amplio espectro: Amikacina (AK-30 mcg), Ampicilina (AM-10 mcg),
Cefalotina (CF-30 mcg), Ceftriaxona (CTX-30 mcg), Cloranfenicol (CL-30 mcg),
Dicloxacilina (DC-1 mcg), Nitrofurantoina (NF-300 mcg), Cefalotaxima (CFX-30
mcg), Gentamicina (GE-10 mcg), Netilmicina (NET-30 mcg), Penicilina (PE-10 U) y
Trimetoprim-Sulafametoxasol (STX-25 mcg). Las cajas con multidiscos se
mantuvieron en una incubadora a 28 °C en oscuridad continua. Transcurridos 24 —
48 h de incubacion, se evaluaron los halos de inhibicién (mm) de cada tratamiento,

posteriormente se midio el diametro de la zona de inhibicion del disco con una regla.

7.4. 4 b) Método de difusion en agar.

Se prepararon soluciones acuosas de dos bactericidas en formulacion polvo
humectable: Sulfato de Estreptomicina (S. SP-0.2 mg) y Oxitetraciclina (OXI-500
mg) a una dosis de 0.2 g/20 mL de agua destilada. Se tomaron 203 pL de una
suspension bacteriana 3 x108 UFC/mL de D. chrysanthemi de 24-48 h de incubacion
a 28°C. Con Agar Nutritivo, se colocaron en cajas Petri y con un hisopo estéril se
homogeniz6 sobre la superficie del agar, posteriormente se impregnaron 3 discos
de papel filtro estéril de 10 mm de didmetro con Sulfato de Estreptomicina y
Oxitetraciclina, con una pinza estéril se colocaron sobre la superficie de la caja Petri
con Agar nutritivo a manera equidistante, evitando el contacto de las pinzas con el

medio de cultivo.

Los testigos Unicamente se impregnaron con agua destilada estéril. Las cajas se

incubaron a 28 °C en oscuridad continua durante 24 - 48 h, con una regla se midio



el didmetro del halo de inhibicién iniciando desde el centro del sensidisco hasta

donde se inhibi6 el crecimiento.

7.4.5. Proceso de maceramiento de las piezas de los picudos para verificar la
eficiencia de los métodos de desinfestacion

Los picudos alimentados de manera artificial con maguey inoculado con D.
chrysanthemi fueron extraidos de las hojas, 24 h después de haberse alimentado.
Posteriormente se desinfestaron con hipoclorito de sodioal 1y 2 % por 1y 3 min,
asi mismo se prepar6 una solucién de Benzalconio al 1.5 % aplicado por 2 min.

En seguida se disectaron bajo microscopio y se trituraron en mortero cada érgano
con agua destilada estéril, posteriormente se cultivaron en agar nutritivo para el

conteo de colonias por 6rgano.

7.4.6 El analisis estadistico.

Cada antibiotico consistio un tratamiento, los datos se procesaron utilizando el
Software GraphPad Prims version 6.0 (GraphPad Software Inc.; San Diego, CA,
USA), con el que se presentaron los datos como frecuencia simple. Asi mismo se
utilizé un disefio experimental completamente al azar. La unidad experimental
estuvo constituida por una caja Petri y se utilizaron seis repeticiones por tratamiento.
Los datos se analizaron usando el paquete estadistico SAS (Version 9.4). Las
medias de los tratamientos se separaron con la prueba de diferencia minima
significativa (DMS) (P<0.05) usando el paquete estadistico SAS.



7.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los odrganos incubados de S. acupunctatus desinfestados con distintas
concentraciones de hipoclorito y benzal. Presentaron crecimiento bacteriano del 50
a 100 % de colonias, lo que dificulté precisar el principal agente causal del dafio en

las plantas de A. cupreata.

Después de haber sometido a desinfestacion de manera interna a S. acupunctatus
con los antibidticos Kanamicina, Oxitetraciclina y Sulfato de Estreptomicina se
corroboré el crecimiento de células bacterianas en algunas partes del lumen

intestinal de S. acupunctatus.

El porcentaje del diametro inhibitorio que se obtuvo en las dos réplicas son similares.
se caracterizaron de acuerdo al diametro del halo inhibitorio establecidas por el
NCCLS basados en los diametros de inhibicion: 30 a 35 mm (cepa altamente
sensible) e inferiores a 15 mm (cepas resistentes), las cuales son acreditadas por
American National Standards Institute (ANSI), una institucion encargada de
proporcionar las normas, lineamientos y estandares para el uso de antibidticos,
(NCCLSI, 2017).

Figura 1 A, de los catorce antibioticos evaluados para determinar la sensibilidad de
D. chrysanthemi. Se obtuvieron dos antibidticos sensibles: el Oxitetraciclina (OXI-
25 mg) con 30 mm de diametro de inhibicién, enseguida Sulfato de Estreptomicina
(S.SP -25 mg) 20 mm de didmetro de halo inhibitorio (1), de acuerdo a la norma CLSI
el resto de los antibidticos con un didmetro de inhibicion menor a 15 mm son
resistentes ( R): PE (10 U) con 14.8 mm, CF (30 mcg) 10 mm, CL (30 mcg) el 9 mm,
el Am (10 mcg) con 5 mm, AK (30 mcg) 4.8 mm, CTX (30 mcg) 4.8 mm, DC (1 mcg)
4.5 mm, GE (30 mcg) 5.5 mm, NET (30 mcg) 5 mm y STX (25mcg) de 5 mm de
diametro de inhibicion, NF (300 mcg) y CFX (30 mcg) con 2 mm de inhibicion
bacteriana. Datos similares se obtuvieron en la réplica (Figura 1, B) donde solo
difiere Cefalotaxima CF (30 mcg) con un mm, y CL (30 mcg) 3 mm de didmetro de

inhibicion, sin embargo, todos estan en el mismo rango de resistencia en ambas



réplicas. En general las bactericidas Oxitetraciclina y Sulfato de Estreptomicina son

los de mayor eficacia respecto a los doce multidiscos (Figura 1A y 1B).
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Figura 1. A y B. Sensibilidad de Dickeya chrysanthemi a catorce antibiéticos:
Amikacina (AK-30 mcg), Ampicilina (AM-10 mcg), Cefalotina (CF-30 mcg),
Ceftriaxona (CTX-30 mcg), Cloranfenicol (CL-30 mcg), Dicloxacilina (DC-1 mcg),
Nitrofurantoina (NF-300 mcg), Cefalotaxima (CFX-30 mcg), Gentamicina (GE-10
mcg), Netilmicina (NET-30 mcg), Penicilina (PE-10 U) y Trimetoprim-
Sulafametoxasol (STX-25 mcg), Oxitetraciclina (OXI-500 mg) y Sulfato de
Estreptomicina (S. SP-0.2 mg) prueba realizada en 48 h, con seis repeticiones por

duplicado.



Duran (2011) realizé pruebas de deteccion de Erwinia chrysanthemi pv zeae (Sabet
1954), y caracterizacion bioquimica y fisiolégica de 11 cepas aisladas, entre ellas E.

chrysanthemi, presentando sensibilidad a Eritromicina.

Islam et al. (2014) evaluaron la sensibilidad in vitro de Erwinia amylovora a
diferentes antibioticos, determinaron sensibilidad a Estreptomicina (10 pg),
Cloranfenicol (30 pg), Gentamicina (10 pg), con 54.6, 81.89 y 36.4 % de diametro
de inhibicién; clasificando a Cefalotaxima (30 pg) y Bacitracina (10 pg) como
resistentes (R) con 100 y 81.89 % de crecimiento bacteriano.

Comparado con lo descrito en la (Fig. 1Ay B).

En otro estudio in vitro realizado por Quesada et al. (2017) determinaron que Erwinia
chrysanthemi presento 80 % de sensibilidad a Tetraciclina (30 pg), familia de la
Oxitetraciclina y Gentamicina (10 ug), esto comparado con la Fig. A y B existe
coincidencia, los antibidticos Gentamicina (30 mcg) presento poco sensible en

comparacion con Oxitetraciclina (25 mg) ambas a D. chrysanthemi.

En un estudio de sensibilidad in vitro de bacterias entre ellas (Erwinia sp.)
procedentes de pasiflora y evaluacion de antibiéticos y productos cupricos, Farfan,
Benitez, Hoyos-Carbajal (2014) reportaron que el Cloranfenicol (50 mg L) presentd
el mayor porcentaje de inhibicién (80 %) en géneros como Burhoderia sp., Erwinia
sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp y Xanthomonas sp. pero refieren al Sulfato de
Kanamicina y sulfato de estreptomicina a una dosis de (25 mg L), mayor

sensibilidad bacteriana, con porcentaje de inhibicién del 83 y 87 %.

Con Kasugamicina (200 mn L 1), se evalué un porcentaje de inhibicién del 50. 4 %

de los aislamientos bacterianos.

Los antibiéticos menos sensibles son Ampicilina (50 mg L), Oxitetracilina (25 mg
L) y Validamicina (200 mg L) a pesar de, una mayor dosis, solo inhibieron el 9 %

de las bacterias evaluadas entre ellas Erwinia sp.



El analisis de comparacion de medias (ANOVA) mostré que los antibiéticos OXI, S.
de Estreptomicina y Penicilina presentaron mayor diametro de inhibicion en D.
chrysanthemi con 30, 20 y 14.8 mm de diametro. Eso confiere diferencias
significativas con el resto de los tratamientos. El resto de los tratamientos no

tuvieron diferencias significativas en ambas réplicas (Cuadro 1.)

Cuadro 1. Sensibilidad in vitro de Dickeya chrysanthemi a catorce antibidticos:
Amikacina (AK 30 mcg), Ampicilina (AM-10 mcg), Cefalotina (CF-30 mcg), Ceftriaxona
(CTX-30 mcg), Cloranfenicol (CL-30 mcg), Dicloxacilina (DC-1 mcg), Nitrofurantoina (NF-
300 mcg), Cefalotaxima (CFX-30 mcg), Gentamicina (GE-10 mcg), Netilmicina (NET-30
mcg), Penicilina (PE-10 U), Trimetoprim-Sulfametoxasol (STX-25 mcg), Oxitetraciclina
(OXI-500 mg) y Sulfato de Estreptomicina (S. SP-0.2 mg) en 24-48 h.

Antibioticos Diametro de Inhibicion (mm()
Réplica 1 Réplica 2

AK 4.66@ @ 4.83 f
AM 5.83 f 5.00 f
CF 10.00 d 9.16 d
CTX 4.50 f 4.83 f
CL 9.16 d 7.83 d
DC 4.50 f 4.166 f
NF 2.00 f 2.50 f
CEX 2.33 f 2.50 f
GE 5.50 f 5.00 f
NET 4.16 f 5.00 f
PE 14.66 C 14.83 c
STX 4.66 f 5.00 f
OXI 30.00 a 30.00 a

S.SP 20.00 b 20.00 b

F-valor 99.90 185.70

CV (%) 22.21 16.40

LSD® 3.88 2.83

@) mm= milimetros; ® promedio de seis repeticiones; ¢ medias con letras iguales en
cada columna no son estadisticamente diferentes: ® LSD = Diferencia Minima

Significativa por prueba de Fisher (P < 0.05



Figura 2. Placas con D. chrysanthemi sometida a distintos antibi6ticos

En la Figura 2, se observan halos de inhibicion de los distintos antibioticos, a mayor
halo inhibitorio significa que los antibiéticos son sensibles a D. chrysanthemi.
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Figura 3. Desinfestaciéon externa de S. acupunctatus colectado en Chilapa, Gro.,
México.



Las distintas concentraciones de hipoclorito de sodio y benzal no fueron efectivos
para la eliminacion de los microorganismos que porta el picudo de manera externa,
al observarse un 80 % de crecimiento de células bacterianas en las placas de Petri.

Sometida a las distintas concentraciones.

7.4.- CONCLUSION
La bacteria D. chrysanthemi se observoé a lo largo de los tubulos de Malpigui. La

bacteria suele alojarse en el intestino debido a que es una enterobacteriaceae.

Los distintos métodos de limpieza externa aplicados a S. acupunctatus no fueron
efectivos. Sin embargo, los antibiéticos Kanamicina, Oxitetraciclina y S. de
estreptomicina si inhibieron la mayoria de los microorganismos presentes de forma
interna y externa en S. acupunctatus. LimitAndose tunicamente el crecimiento de una
levadura sp. coincidiendo con Velazquez et al., (2006) en donde reportaron varias

especies de levaduras del género candida.

Dickeya chrysanthemi fue sensible Oxitetraciclina y S. estreptomicina, esto no
impide el uso de los otros 12 antibidticos, motivando a mas estudios que pudieran
ser in vivo, esto por la ubicuidad de D. chrysanthemi. Al presentar més alternativas
a los viveros comerciales de Agave cupreata y otras especies de agave. Esto podria
disminuir la pudricidén blanda, ademas los productores pueden prescindir con amplio
espectro de productos quimicos y evitar resistencia a antibiéticos convencionales y
de tercera generacion. El resto de los antibidticos estan clasificados como
resistentes por haber presentado entre 80 a 100 % de crecimiento bacteriano en las

dos réplicas.
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VIll. CONCLUSION GENERAL

S. acupunctatus es un vector natural y persistente de Dickeya chrysanthemi. Los
sintomas replicados en plantas de A. cupreata por especimenes contaminados
internamente con el patégeno transformado con el plasmido pFAJ1819 fueron
idénticos a los producidos por la infiltracion de la cepa de Dickeya chrysanthemi
transformada y silvestre. La incubacion de extractos de jugo intestinal de S.
acupunctatus permitio observar la cepa de D. chrysanthemi fluorescente en los
tubulos de Malpigui, asi como la recuperacion de la cepa inoculada.

D. chrysanthemi coexiste con otras especies bacterianas endémicas que
constituyen la flora natural de S. acupunctatus, la cual no pudo ser eliminada con
sustancias desinfestantes de uso externo o interno, incluidos diversos antibiéticos

como Kanamicina, Oxitetraciclina y Sulfato de Estreptomicina.

D. chrysanthemi, sola o en asociacion con Scyphophorus acupunctatus, Causo
pudricion significativa en las plantas inoculadas o infestadas a 24, 48 y 72 h. la
mayor severidad de dafios se observo a 72 h en el tratamiento picudos libres sobre

las plantulas de A. cupreata e infestados de manera artificial con D. chrysanthemi.

De los 14 antibiéticos evaluados para el control de D. chrysanthemi. Resultaron
sensible Oxitetraciclina y Sulfato de estreptomicina con 30 mm de didmetro de
inhibicion, el resto de los antibidticos presentaron entre 80 a 100 % de crecimiento
bacteriano. La importancia de buscar mejores alternativas evitara la disminucion
poblacional del maguey papalote, lo que representaria un mayor aprovechamiento
para las comunidades que se dedican a la propagacion de plantas y produccion del
mezcal, actividad heredada por generaciones. Ademas, proporcionara mayor
variedad de antibioticos para el manejo adecuado de la pudricion del cogollo en el

maguey.



