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RESUMEN

Agave cupreata Trel, & A.Berger (Asparagales, Asparagaceae) es una especie impactada por la
pudricion blanda causada por Scyphophorus acupunctatus (picudo del agave) descrito como vector
de la enfermedad. Sin embargo, se desconoce la diversidad bacteriana cultivable residente en su
tracto digestivo y fuente de infeccién. Con el propdsito de conocer la fauna bacteriana del tracto
digestivo de este insecto, se colectaron picudos en tres comunidades de Guerrero, México; y se
cultivaron sus tractos digestivos. Se seleccionaron 20 cepas en las que se evalud su metabolismo
microbiano, perfil de resistencia a antibiéticos, y capacidad de causar pudricion en trozos de pen-
cay tallo de agave papalote en condiciones estériles. Después de 21 dias se encontrd pudricion en
tallo y se re-aisl6 en dos de ellas la misma cepa inoculada confirmando la especie. Las cepas cau-
santes de signos se identificaron como Pseudomonas putida M2 y M2A, Aeromonas salmonicida M17
y M17A, Kluyvera cryocrescens M15 y S. marcescens M15A respectivamente, resistentes a cefalotina
y multisensible a los demas grupos de antibidticos analizados. El conocimiento de microorganis-
mos causantes de pudricién en agave y cuyo vector es el picudo del agave, contribuira a aplicar

medidas de control contra vectores y bacterias causantes de la pudricién blanda en A. cupreata.
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ABSTRACT

Agave cupreata Trel, & A.Berger (Asparagales, Asparagaceae) is a species affected by soft rot cau-
sed by Scyphophorus acupunctatus (agave weevil) described as a vector of the disease. However,
the cultivable bacterial diversity resident in its digestive tract and source of infection is unknown.
In order to know the bacterial fauna of the digestive tract of this insect, weevils were collected
in three communities in Guerrero, Mexico; and their digestive tracts were cultured. 20 strains
were selected in which their microbial metabolism, antibiotic resistance profile, and ability to
cause rot in pieces of agave papalote leaf and stem under sterile conditions were evaluated. Af-
ter 21 days, rot was found in the stem and the same inoculated strain was re-isolated in two of
them, confirming the species. The strains causing the symptoms were identified as Pseudomonas

putida M2 and M2A, Aeromonas salmonicida M17 and M17A, K. cryocrescens M15 and S. marcescens
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M15A respectively, resistant to cephalotin and multisensitive to the other groups of antibiotics

analyzed. Knowledge of microorganisms causing rot in agave and whose vector is the agave

weevil, will contribute to applying control measures against vectors and bacteria causing soft

rot in A. cupreata.
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INTRODUCCION

Existen més de 200 especies de agave descritas y mas
de la mitad son endémicas de México distribuidas en
diversos ecosistemas, principalmente zonas aridas y
semidridas (Figueredo-Urbina et al. 2021). El agave
es considerado un recurso potencial para el desa-
rrollo econdmico y social, basado en las estrategias de
valorizacion en la bioeconomia, al producir bebidas
fermentadas (pulque) y destiladas (tequila, mezcal
y charanda), funcionar como alimento para ganado,
como materia para elaborar jarabes, en la coccién de
alimentos, elaboraciéon de cuerdas y textiles, entre
muchos otros beneficios para la humanidad (Blas-
Yafiez y Thomé-Ortiz, 2021; Torres-Garcia et al., 2019).

El agave papalote, Agave cupreata Trel, & A.Berger
(Asparagales, Asparagaceae), es endémico en gran
parte del estado de Guerrero, México. Se caracteriza
por tener espinas de color cobre, hojas anchas verde
claro, muy dentadas y con impresiones de espinas muy
marcadas en los bordes; se usa especialmente para la
produccién de mezcal, y sus residuos se emplean
para la produccion de biocombustibles, composta,
construccion de ecoviviendas y otros. Se reproduce
exclusivamente por semillas a diferencias de otras
especies, y su mezcal es distintivamente exquisito; la
cosecha para su biotransformacién varia desde los 8 a
15 afnos (Avendafio-Arrazate et al., 2015; Olvera-Vargas
etal., 2022).

Muchas de las plantaciones empleadas para la
produccién de mezcal en Guerrero, son en su mayoria,
silvestres; y hace unos cinco afios se ha observado que
algunas plantaciones son cosechadas antes de que flo-
rezcan y generen semillas para continuar la especie,
esto en algunos afios puede comprometer la produccién
de mezcal y los ecosistemas. Asimismo, A. cupreata se
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ha visto afectado por enfermedades y plagas, especial-
mente por la presencia del cerambicido, Acanthoderes
funeraria (Bates) (Sanchez-Jiménez et al., 2019) y del
picudo del agave, Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal
(Orbe-Diaz et al., 2020). Estos son coledpteros de gran
importancia economica y fitosanitaria por su capa-
cidad de causar lesiones en la planta, dando acceso a
fitopatogenos que ocasionan enfermedades, en las que
se destaca la pudricion blanda (Olivares-Orozco et al.,
2017; Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion, 2013; Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2016).
Asimismo, son vectores de bacterias fitopatogenas
causantes de la pudricion blanda como Erwinia caro-
tovora (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum),
que causa la pudricién total de la planta (Sampietro et
al., 2020), y otras bacterias como Pantoea sp. (Jiménez-
Hidalgo et al., 2004) y Pseudomonas sp.

Pseudomonas syringae es uno de los fitopatégenos
mas comunes que infesta a través de heridas o aber-
turas naturales como las estomas (Xin et al., 2018);
Dickeya sp. también es un patégeno del marchitamiento
vascular al colonizar el xilema de la planta (Franco et
al., 2007). La enfermedad de la pudricion blanda es un
sindrome que se presenta comunmente en plantas
de regiones subtropicales y templadas. Los sintomas
que presenta el agave infestado se manifiestan como
lesiones necroticas acuosas en la punta de las pencas
que avanzan hasta llegar al centro y base del cogollo,
donde se manifiesta la pudricion blanda; esta poste-
riormente se dispersa al tallo, donde dana el tejido y
provoca la muerte de la planta (Centro Nacional de
Referencia Fitosanitaria, 2017; Garcia-Martinez et al.,
2022).

Sin embargo, existen pocos estudios que generen
informacion sobre la frecuencia de otras bacterias fito-
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patdgenas presentes en el tracto digestivo del picudo del
agave que estén relacionadas con la pudricién blanda
de las pencas y tallo de agave, que sean consideradas
oportunistas y con resistencia a los antibidticos como
una estrategia de control dado que el insecto puede ser
vehiculo de estas bacterias. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo es conocer la frecuencia de bacterias cul-
tivables del tracto digestivo de picudo, su resistencia
a antibidticos y su capacidad de generar pudricién en
penca o tallo de A. cupreata, con la finalidad de generar
estrategias de control de las bacterias fitopatogenas del
agave.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion de muestras bioldgicas

Los picudos del agave fueron recolectados durante
el periodo mayo a julio de 2023, en tres comunidades
mezcaleras de la region centro del estado de Guerrero,
Meéxico: Coaxtlahuacan (17°23'2"" N, 99°20'53"” O, 1,700
msnm), El Calvario (17°46’30” N, 99°50'80” O, 2,200
msnm), y Petaquillas (17°48'55” N, 99°45'55”, 1,160
msnm) (Cuadro 1). Los picudos se transportaron en
contenedores de plastico a temperatura ambiente con
una humedad relativa aproximada de 70%, y con circu-
lacién de aire a través de perforaciones. En laboratorio
los adultos fueron alimentados con trozos frescos de
pencas de agave papalote hasta su diseccion.

Aislamiento e identificacion bioquimica convencional
debacterias

Para el aislamiento de bacteriasse diseccion6 y macerd
el tracto digestivo de los coledpteros en 3 mL de solu-
cion salina fisiologica (SSF) estéril. Se tomo6 1 mL de
cada muestra, y se hicieron diluciones de 10" a 10 en
SSE. Posteriormente, se inocularon 100 pL de la tltima
dilucion en placas de Petri con agar MacConkey, y se
incubaron a 29 °C por 24-48 h. Después, se hizo el
conteo de UFC/mL. Las colonias fueron seleccionadas
con base en sus caracteristicas macro y microscopicas
con la tincién de Gram y observadas bajo microscopio
a 100X con aceite de inmersion (Amaya-Guerrero
et al.,, 2021); asi mismo se determind la identifica-
cion del género, por la capacidad de producir indol,
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movilidad, fermentacion de glucosa/lactosa en TSI, el
uso del citrato como fuente de carbono, la oxidasa, e
hipermucosidad y se interpret6 basado en las tablas de
identificacion de Koneman (Procop et al., 2017).

Induccién de infeccién en penca y pina de A. cupreata
y re-aislamiento

Se seleccionaron y obtuvieron trozos sanos de
pencas y tallo de A. cupreata de 3 cm cada uno y se
sumergieron en una mezcla de hipoclorito de sodio
comercial (Cloralex® Grupo AIEn, Estados Unidos, al
30% v/v) durante 20 minutos. Después se enjuagaron
6 veces con agua estéril (Orbe-Diaz et al., 2020). Se
dejaron secar en cajas de Petri estériles en incubadora
a 29°C por 4h. Posteriormente se colocaron 3 trozos
por caja Petri para ser inoculados con 10 ul de una
suspension bacteriana al 0.5 de la escala de McFarland
(~1-2x10% UFC/mL) de cada una de las cepas seleccio-
nadas, y se usd como control, agua destilada. Todos
los experimentos fueron hechos por triplicado. Todas
las muestras se conservaron a 29°C en el labora-
torio y se revisaban cada tercer dia durante 21 dias.
Posteriormente, en aquellas muestras donde se obser-
varon signos se re-aislé el microorganismo con el fin
de confirmar si era el mismo que se inoculd inicial-
mente (Orbe-Diaz et al., 2021).

Identificacion de la especie y resistencia bacteriana de
bacterias que inducen signos

Se identificaron las cepas de aquellos aislados que evi-
denciaron signos sugestivos de pudriciéon en los trozos
de tallo inoculado con base en sus caracteristicas mor-
foldgicas, tincion, y con el perfil bioquimico siguiendo
las recomendaciones del fabricante con el uso del panel
GN (GramNegativos) del sistema automatizado Vitek®
2 (Biomeriux, México) y este mismo panel contiene los
antibidticos; cefalotina, cefuroxima, cefotaxima, cefta-
zidima, ceftriaxona, cefepime, ertapenem, meropenem,
amikacina, gentamicina, ciprofloxacina, norfloxacina,
fosfomicina, nitrofurantoina y trimetoprim/sulfame-
toxazol en diferentes concentraciones para evaluar la
resistencia a los antibidticos mediante la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI), se expresé en pg/ml de cada
antibidtico empleado, y se interpretd como Sensible
(S), Intermedio (I) y Resistente (R) con base a los
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lineamientos del Clinical and Laboratory Standards
Institute (2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el periodo de muestreo se obtuvieron 28
especimenes del picudo del agave en individuos de
A. cupreata con signos y sintomas de pudricion blanda
(8, 10, y 10 adultos en Coaxtlahuacan, Calvario y
Petaquillas, respectivamente) (Figura 1). Scyphophorus
acupunctatus se puede encontrar en cualquier época del
ano (Figueroa-Castro et al., 2016; Olivares-Orozco et
al., 2017).

Se seleccionaron 16 cepas bacterianas represen-
tativas del tracto digestivo de picudos del agave, las
colonias macroscdpicamente son mucoides, brillantes,
de diferentes colores (lactosa positivas -rosa-, lactosa
negativa -beige y pigmentada roja-), algunas mostraron
hipermucosidad (Cuadro 1 y Figura 2), pero todas al
microscopio se visualizaron bacilos Gramnegativos.

En el Cuadro 1 se muestran los resultados del
perfil bioquimico convencional de las cepas y la
capacidad de hipermucosidad. Las cepas fueron iden-
tificadas y corresponden a los géneros: Enterobacter sp.
(4), Pseudomonas sp. (3), Aeromonas sp. (3), Acinetobacter
sp., Serratia sp., Kluyvera sp., Pantoea sp., Citrobacter
sp. vy Klebsiella sp. La diversidad de bacterias en el
tracto digestivo de coledpteros parece ser normal,
por ejemplo, Torres-Valderrama (2022) reportd la
presencia de varias bacterias Gram negativas del intes-
tino de Alphitobius diaperinus (Pancet): Morganella sp.,
Providencia sp., Proteus sp., Paontea sp., Pseudomonas
sp., Serratia sp., entre entre otras.

Microbiota de Scyphophorus acupunctatus en Agave cupreata

Se observaron sintomas de pudricion blanda en
los trozos de pencas inoculados con las suspensiones
bacterianas después de 21 dias de inoculadas a 29°C,
solo en tres muestras. Este resultado es interesante
dado que estas bacterias en las condiciones evaluadas
no todas causaron dafno al tejido de agave, pero si se
observd oxidacion del tejido. Es posible que la dosis
utilizada fuese baja o las condiciones ambientales no
favorecieron la infeccion. Arista-Carmona et al. (2023)
estudiaron la severidad de S. acupunctatus en maguey
pulquero y reportaron que, dentro de los habitos ali-
menticios de los adultos, éstos realizan perforaciones
en el tejido de la planta que facilitan la entrada de bac-
terias y hongos fitopatdgenos. Aguado-Santacruz et al.
(2022) realizaron un estudio similar para aislar microor-
ganismos enddfitos en trozos de agave retirando la
epidermis, consiguiendo el desarrollo bacteriano; por
lo tanto, fue necesario provocar una lesion en la penca
para inducir la enfermedad.

En el Cuadro 2 y la Figura 3, las especies capaces
de causar signos y sintomas en los tallos de A. cupreata
a los 21 dias de inoculacion fueron: M2 (identificada
como Pseudomonas putida), y M17 (Aeromonas salmoni-
cida) antes y después de la re-identificacion corresponde
al género y especie. En el caso de la cepa M15, original-
mente se identificd a Kluyvera cryocrescens, pero en el
reaislamiento se recuper6 a S. marcescens, posiblemente
por una contaminacion cruzada. Aunado a estos resul-
tados se deben confirmar por métodos moleculares y
hacer mas repeticiones para corroborar los efectos fito-
patdgenas de estas especies.

Al parecer, el numero y diversidad de especies
de bacterias asociadas al sintoma de pudricion blanda
en agaves en el pais, es amplia. Rincon-Enriquez

Figura 1. Colecta de picudo del agave en Agave cupreata en comunidades de la zona centro de Guerrero, México.
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Figura 2. Caracteristicas macroscopicas e hipermucosidad de cepas bacterianas aisladas del tracto digestivo del picudo del agave colectado en A. cupreata en
Guerrero, México.

Cuadro 1. Sitios de colecta y caracteristicas bioquimicas de las cepas bacterianas aisladas del tracto digestivo de adultos del
picudo del agave en Guerrero, México.

Muestra Localidad UFC/mLx10° Pruebas bioquimicas

TSI Indol  Citrato Oxidasa Movilidad “Hipermucosidad Género
M2 Calvario 23 K/K - - + - +++ Pseudomonas sp.
M6 23 K/K - - + - ++ Pseudomonas sp.
M7 29 A/A - + - - +++ Enterobacter sp.
M8 19 KK - + - - +++ Acinetobacter sp.
M9 26 A/A - + - + ++ Enterobacter sp.
M10 25 K/A - + - + + Serratia sp.
M11 20 A/A - - + - ++ Citrobacter sp.

H.S

M12 Coaxtlahuacan 28 A/A - - - - +++ Klebsiella sp.
M13 23 A/A - - - + ++ Pantoea sp.
M14 25 A/A + - - + +++ Enterobacter sp.
M15 20 K/A - - - + + Kluyvera sp.
Mie6 Petaquillas 21 K/K - + + - +++ Pseudomonas sp.
M17 20 A/A - + + + ++ Aeromonas sp.
M18 21 A/A + + + + ++ Aeromonas sp.
M19 20 A/A - + + + + Aeromonas sp.
M20 21 K/A  + + - + + Enterobacter sp.

?(+) = Positivo, (-) =Negativo, (+) = Poco, (++) = Moderado, (+++) = Abundante

Cuadro 2. Identificacion de bacterias que indujeron signos
de infeccion en trozos de tallo de A. cupreata

Inoculo inicial Re-aislamiento

Pseudomonas putida M2 Pseudomonas putida M2A
Kluyvera cryocrescens M15  Serratia marcensces M15A

Aeromonas salmonicida M17  Aeromonas salmonicida M17A
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et al. (2014) estudiaron muestras de suelo y tejido
vegetal con sintomas de pudricién en cogollo de A.
tequilana F.A.C.Weber, de donde aislaron e hicieron
pruebas de patogenicidad a Pectobacterium sp., Pantoea
sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., Arthobacter sp., y
Streptomyces sp. como causantes de los sintomas en A.
tequilana Weber var. Azul y A. cupreata Trel, & A.Berger.
Ademas, en Jalisco también se reporta como patdgeno

Figura 3. Sintomas en tallo de agave posterior a 21 dias. A) control; B) Cepa M2;
C) Cepa M15; D) Cepa M17 y E) Fusarium sp. (control positivo).

Microbiota de Scyphophorus acupunctatus en Agave cupreata

de pudricion a Bacillus pumilis (Cen-Caamal, 2012) y la
pudricion del cogollo lo relacionan con Fusarium oxys-
porum (Acevedo-Sanchez et al., 2017, Lopez-Bautista
et al., 2020) y Pectobacterium carotovora (Castro-Valera,
2003) en A. tequilana Weber var. Azul respectivamente.
En este estudio reportamos a P. putida y A. salmocida
como posibles patogenos en agave, pero se necesitan
mas estudios enfocados a corroborar su patogenicidad
in situ.

En cuanto a resistencia a antibidticos, se observd
a cefalotina, asi como se registré6 multi-sensibilidad
a otros grupos de antibidticos; aunque en el caso
de A. salmocida no se logré determinarla. Esto es
positivo porque con este conocimiento se pueden
generar estrategias de control que mitiguen los
efectos de estas bacterias en los tejidos de A. cupreata.
Torres-Valderrama (2022) describe la resistencia a
cefalosporinas y carbapenémicos en cepas de K. cryo-
crescens por la presencia de genes que codifican para
betalactamasa (blaNDM-1, blaSHV-12 y blaCTXM-3)
y detectan los genes de resistencia a tetraciclina en
las cepas Gram negativas aisladas del escarabajo

Cuadro 3. Perfil de resistencia a antibidticos de las bacterias que indujeron signos de infeccion en trozos de tallo de Agave

cupreata.
Perfil de resistencia a antibioticos
g . . K. cryocrescens S. marcescens A salmonicida
Antibidtico P. putida (CepaM2) P putida (Cepa M2A) (Cepa M15) (Cepa M15A) 1(\(/[:16525 M17y
)
Cefalotina R R R R ND
Cefuroxima R R I R ND
Cefotaxima S I S S ND
Ceftazidima S S S S ND
Ceftriaxona I I S S ND
Cefepima S S S S ND
Ertapenem ND ND S S ND
Meropenem S S S S ND
Amicacina S S S S ND
Gentamicina S S S S ND
Ciprofloxacino S S S S ND
Norfloxacino S S S S ND
Fosfomicina R R S R ND
Nitrofurantoina ~ ND ND S R ND
meoprima s s s D

S=Sensible, I= Intermedio, R= Resistente, ND=No Detectado
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Alphitobius diaperinus (Panzer) y resaltan que la resis-
tencia puede dificultar la erradicacion bacteriana.

CONCLUSION

Es importante hacer estudios especificos de diver-
sidad de bacterias presentes en el tracto digestivo del
picudo del agave, dado que es un vector importante
de bacterias causantes de la pudricién blanda en agave
papalote. En esta investigacion se determind que P.
putida, S. marcescens, K. cryocrescens y A. salmocida, son
bacterias capaces de promover signos de pudricién en
tallo de A. cupreata en 21 dias, ademas son resistentes
a cefalotina y multisensibles a otros grupos de antibio-
ticos. Esto representa una opcion terapéutica para el
control de estas bacterias fitopatdgenas.
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