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ABSTRACT

The blue agave is a species of significant economic, social, and cultural importance to
Mexico. Unfortunately, it is susceptible to serious diseases, such as soft rot. Approximately 11
different bacterial species have been reported as causal agents, and it is believed to be a
syndrome. In the Nayarit state, no previous records exist regarding the specific microorganism
responsible for this condition. In the present study, samples were collected from two
municipalities in Nayarit with confirmed disease incidence, yielding a total of 35 bacterial
isolates. Three pathogenicity tests were performed: in vitro on potato slices, in vitro on agave
leaf fragments, and in vivo on agave plants. Bacterial isolates that induced disease symptoms
in at least one of the assays were subjected to molecular analysis of the 16S rRNA gene.
Results identified Pectobacterium aroidearum as the causative agent in all three tests. Other
identified bacteria included Enterobacter hormaechei and Pseudomonas mendocina. This is
the first study to report Pectobacterium aroidearum as a causal agent of soft rot in agave in
Mexico.

Palabras Clave:

Pectobacterium aroidearum, 16S rDNA gene, bacteria, identification.
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RESUMEN

El agave tequilero es una especie de gran importancia econémica, social y cultural para el
pais, desafortunadamente, se enfrenta a importantes enfermedades, como la pudricién blanda
del cogollo. Se reportan alrededor de 11 especies diferentes de bacterias como agente causal,
y se cree que se trata de un sindrome. En Nayarit no existen reportes sobre el microorganismo
causante de la enfermedad. En el presente trabajo se recolectaron muestras de dos municipios
de Nayarit con incidencia de dicha enfermedad, de las cuales se obtuvieron 35 aislados. Se
realizaron tres pruebas de patogenicidad: in vitro en papa, in vitro en fragmentos de hoja de
agave, e in vivo en plantas de agave. A las bacterias que provocaron los signos de la
enfermedad al menos en una de las pruebas, se les realizé andlisis molecular del gen 16S,
los resultados identificaron a Pectobacterium aroidearum, que causé enfermedad en las tres
pruebas realizadas; las otras bacterias identificadas fueron Enterobacter hormaechei y
Pseudomona mendocina. Este seria el primer trabajo que reporta a Pectobacterium
aroidearum como causante de la pudricién blanda del cogollo del agave en México.

Palabras Clave:

Pectobacterium aroidearum, 16S rDNA gene, bacteria, identificacion.

Introduccién

El agave tequilero (Agave tequilana Weber cultivar Azul) es una especie mexicana, cultivada en
la regién reconocida con la Denominacién de Origen del Tequila que comprende Jalisco y algunos
municipios de los estados de Nayarit, Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas (CRT, 2025). El agave
azul es la principal materia prima utilizada para elaborar el tequila (SE, 2006) y, tiene alta importancia
econdmica, social y cultural para el pais (Gonzalez et al., 2007), esto, debido a la generacién de
empleos tanto en campo como en la industria (Angeles-Espino et al., 2013). Ademas de generar
divisas, ya que el tequila ocupa el segundo lugar por el valor de las exportaciones de productos
agroalimentarios en México con la captacion de 4 085 millones de ddlares (MDD) en 2023 (SIAP,
2023).

Debido a que el agave, almacena en la pifia alta concentracion de azlcares, se favorece la
proliferacion de microorganismos. En A. tequilana, se encontr6 que la poblacién de bacterias
endofitas presentes en el tejido foliar era de tres millones de unidades formadoras de colonias por
gramo UFC g-1 de tejido vegetal fresco. Los microorganismos identificados a partir del gen 16S rDNA
mostro entre 99 y 100 % de homologia con
Acinectobacter sp. A. baumannii, A. bereziniae, Cronobacter sakazakii, Enterobacter hormaechei,
Bacillus sp. Klebsiella oxytoca, Pseudomonas sp., Enterococcus casseliflavus, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides y Gluconobacter oxydans. Estos microorganismos fueron
considerados como promotores del crecimiento vegetal (Martinez-Rodriguez et al., 2014).

Asi, las condiciones internas de la planta, favorecen la proliferacion de diversos
microorganismos, entre ellos algunos patégenos (Fucikovsky, 2004) que representan uno de los
principales factores que afectan negativamente la productividad del agave. Los patégenos que
atacan este cultivo son: Fusarium oxysporum y F. moniliforme, especies de hongos que colonizan y
bloguean los conductos vasculares de las plantas y provocan marchitamiento de las hojas,
amarillamiento y muerte de la planta, enfermedad conocida como marchitez del agave; Cercospora
agavicola, hongo que se dispersa en las pencas y causa la mancha gris; y la bacteria Pectobacterium
carotovora, considerada muy agresiva y que causa muerte de las pencas debido a que provoca la
pudricién blanda del cogollo. Debido a su relevancia, estas enfermedades estan reguladas por el
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), que busca reducir
los niveles de infeccion en los estados incluidos en la Zona con Denominacion de Origen del Tequila
(SENASICA, 2020).

Los sintomas caracteristicos de la pudricion blanda del cogollo, se manifiestan como dafios
necroticos y acuosos que pueden comenzar en las espinas apicales o laterales, que avanzan hacia
la base del cogollo y al interior de la penca, el cogollo se torna de color morado oscuro y puede
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desprenderse facilmente (Valenzuela, 2003). Enseguida desciende hasta alcanzar la pifia con una
pudricién maloliente en su interior, para luego dejarla hueca por desintegracién del tejido hasta llegar
a la muerte (Rubio-Cortes, 2007).

En el caso de esta enfermedad SENASICA (2020) indica que se aislaron diferentes
microorganismos como agentes causales. Tres diferentes investigaciones determinaron que se
trataba del mismo microorganismo: Erwinia spp., después Pectobacterium (Erwinia) sp. del grupo
carotovora, y posteriormente Pectobacterium carotovorum. En 2004, Jiménez-Hidalgo y
colaboradores, aislaron tres microorganismos Erwinia cacticida, Pantoea agglomerans vy
Pseudomonas sp. y propusieron que la sintomatologia de la pudricion blanda era causada por
diferentes microorganismos. En 2011 se report6 de nuevo Erwinia sp. como agente causal (Martinez-
Ramirez, 2011). Para 2012 se reporté a Bacillus pumilis. En 2014 se reportaron otros cuatro
microorganismos asociados a la enfermedad: Pantoea sp., Bacillus sp., Arthrobacter sp. y
Streptomyces sp. En 2017 de nuevo se reporté Pectobacterium carotovorum, en este caso, subs.
Atroseptica como causante de la enfermedad. Sin embargo, el Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria (CNRF, 2017) confirmé que mas de un patdégeno podria estar involucrado y que estos
microorganismos podrian interactuar entre si para causar el sindrome de la pudriciéon blanda del
cogollo del agave.

Por ello, el objetivo de la presente investigacion fue identificar el microorganismo causante de
la pudricién blanda del cogollo en aislamientos obtenidos en Nayarit, México.

Material y Métodos

Material Vegetal

Se recolectaron hojas de plantas de entre dos y cuatro afios, que mostraban signos y sintomas
caracteristicos de la pudricién blanda del cogollo. Se tomaron cuatro muestras de dos localidades,
Miguel Hidalgo, municipio de Santa Maria del Oro, y Lazaro Cardenas, Ixtlan del Rio.

Aislamiento y preservacion

De cada hoja, se sustrajeron tres discos de 1.0 cm de diametro, que contenia tejido enfermo y
tejido aparentemente sano. Las muestras se lavaron con agua corriente, enseguida se desinfectaron,
primero, con hipoclorito de sodio al 2 %, que se enjuagd tres veces con agua destilada; enseguida
se desinfectaron con alcohol al 70 % y se enjuagaron de nuevo tres veces con agua destilada estéril.
Los discos se sembraron en placas con agar Luria-Bertani (LB) y se incubaron a 28 °C por 24 horas.
Todos los crecimientos obtenidos se resembraron en placas de LB, hasta obtener cultivos axénicos.
En total se obtuvieron 35 aislados, los cuales fueron preservados en una solucién de glicerol al 80
% y colocados en ultra-congelacion a -80 °C.

Evaluacion de patogenicidad de los aislados

Se prepararon suspensiones a partir de los 35 cultivos axénicos. El pre indculo se cultivd en
caldo LB, se incubé a 28 °C, hasta alcanzar una densidad éptica (D.O.) de 500 nm, para lo cual, se
realizé la curva de crecimiento de cada aislado. A partir del cultivo en LB, se realizaron diluciones
seriadas en solucion salina estéril al 0.85 % hasta llegar a la concentracién de 1.5 x 10-8 UFC mL-1
(Jiménez-Hidalgo et al., 2004).

Pruebas de patogenicidad

Para las tres pruebas de patogenicidad se utilizé una suspensién bacteriana de 1.5 x 10-8
unidades formadoras de colonias por mL UFCmL* (Jiménez-Hidalgo et al., 2004). Para las pruebas
se utilizaron tres repeticiones por cada aislado.

Prueba de patogenicidad in vitro en papa.

De acuerdo a la metodologia propuesta por Duarte et al. (2004). Se utilizaron tubérculos de
papa, previamente desinfectados sumergiéndolos en una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO)
al 1 % por un minuto, enseguida se lavaron tres veces con agua destilada; posteriormente se
sumergieron en una solucion de etanol al 70 % y se enjuagaron con agua destilada estéril. Se
cortaron rebanadas de 0.5 cm de grosor, y se colocaron en cajas Petri sobre papel filtro humedecido
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con agua destilada estéril. Se realizaron tres heridas sobre la rebanada de papa, en forma de
rectangulos de 5 mm de profundidad y 10 mm de largo. Se realiz6 la inoculacién a través de estas
heridas. Como control negativo se aplicé solucion salina estéril. Los tubérculos se evaluaron a las
24, 48 y 72 horas después de la inoculacién (Corzo-Lépez & Quifiones-Pantoja, 2017; Jiménez-
Hidalgo et al., 2004).

Pruebas de patogenicidad in vitro en fragmentos de agave.

Se utilizé la metodologia propuesta por Duarte et al. (2004) modificada, ya que se utilizaron
fragmentos de hoja de agave sana para la prueba. Las hojas se desinfectaron sumergiéndolas en
una solucion de hipoclorito de sodio (NaCIlO) al 1 % por un min, enseguida se enjuagaron con agua
destilada estéril y se sumergieron en una solucién de etanol al 70 % enseguida se enjuagaron con
agua destilada estéril. Se cortaron fragmentos de hoja de 1 cm x 5 cm y se colocaron tres segmentos
en cada caja Petri sobre una cama de algodon humedecido con agua destilada estéril. Se realiz6 la
inoculacién con los aislados y se evaluaron las hojas a las 24, 48 y 72 h después de la inoculacion
(Corzo-Lépez & Quifiones-Pantoja, 2017; Jiménez-Hidalgo et al., 2004).

Prueba de patogenicidad in vivo en plantas de agave.

Para esta prueba se utilizaron como in6culos sélo los aislados que provocaron enfermedad en
la prueba de patogenicidad en papa o en agave. Se utilizaron plantas sanas de agave tequilero, de
dos afios que se establecieron en bolsas de 40 x 40 cm con tierra regional desinfectada con sales
cuaternarias de amonio (Mezo, 2018). Para la prueba, se utilizaron tres repeticiones que consistieron
en tres plantas por aislado y tres como control negativo, al cual se le inoculé solucion salina estéril.
La inoculacién se realiz6 mediante inyecciones subcutaneas, primero, se desinfect6 el area con
etanol al 70 % y se inyectdé con jeringa hipodérmica 1 ml por planta de la suspensién bacteriana
(Mezo, 2018; Navarro, 2018). Después, para inducir estrés, las plantas se colocaron en condiciones
de encharcamiento para lo cual se puso una cubierta plastica bajo las bolsas sobre el cual se colocé
un espejo de agua de 10 cm.

Identificacion bioquimicay fisiolégica

A los aislados que ocasionaron enfermedad en las pruebas de patogenicidad in vitro en papa,
se les realizaron pruebas de crecimiento en medio de cultivo de Caseina peptona-glucosa, Tincion
de Gram, crecimiento en NaCl al 5 %, crecimiento a 37 °C, crecimiento anaerobio, crecimiento en
glucosa al 10 % y prueba de produccién de &cido sulfidrico (H2S) (Schaad, 2001).

Identificacion molecular de los aislados bacterianos

La identificaciébn se realizé Unicamente en los aislados que produjeron la enfermedad
caracteristica de la pudricién del cogollo en alguna de las pruebas de patogenicidad. Para lo cual se
realiz6 la extraccion de ADN, de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial ZYMO Research
(Quick-DNA ' Fungal/Bacterial Miniprep Kit). Enseguida se cuantific6 el ADN extraido en
espectrofotémetro de microvolumen NanoDrop (Thermo Scientific). Por dltimo, para la amplificacion,
se realizd reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen 16s region V3-V4, se utilizaron
cebadores universales para enterobacterias (Widmer et al., 1998) fD1
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) and rD1 (AAGGAGGTGATCCAGCC) (Bastos-Silva et al., 2009).
La longitud aproximada del fragmento de entre 500 — 1500 pb (Apolinario, 2018). Las mezclas de
reacciény lareaccion de PCR se prepararon de acuerdo a Bastos-Silva et al., (2009): 50 pl de Master
mix consistieron en 0.2 mM de cada dNTP, 10 pmol/ul de cada cebador, 1 U de ADN Taq polimerasa
(Jena Bioscience) y 50 ng de ADN bacteriano. Las condiciones del ciclo térmico consistieron en un
ciclo a 94 °C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de 50 s de desnaturalizacién a 92 °C; 50 s de
recocido a 57 °C; 1 min de extensién a 72 °C y, por ultimo, un paso de extension final de 7 min a 72
°C. Las reacciones de PCR fueron realizadas en un termocilcador de gradiente marca Biorad
100. El producto de PCR fue observado en gel de electroforesis de agarosa al 1 % y buffer TBE 1x,
con bromuro de etidio en transiluminador UV Thermo Scientific.

Los productos de PCR fueron enviados a la Unidad de Biologia Molecular de la UNAM para su
secuenciacion. Para realizar la busqueda de la similitud de las secuencias, se utiliz6 la base de datos
de BLAST (National Center for Biotechnology Information NCBI).

. Postulados de Koch
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A partir de la prueba de patogenicidad in vitro en fragmentos de agave, se realizé reaislamiento
del tejido afectado por el aislado tres, que fue consistente en causar enfermedad en las tres pruebas
de patogenicidad. Se preservd con glicerol al 80 % y se colocé en ultra-congelacién a -80 °C.
También, se realiz6 el procedimiento antes descrito para su secuenciacion. Este aislado se denominé

KS.

Resultados and Discusién

Como resultado de la siembra de las muestras obtenidas en campo, se obtuvieron 35 aislados;
de los cuales solo se consideraron los que produjeron enfermedad al menos en una de las pruebas
de patogenicidad. La ubicacion geogréafica de los asilados se muestra en la tabla 1.

Table 1. Ubicacién geografica de los aislados obtenidos de las muestras tomadas de plantas
con signos y sintomas de pudricién blanda.

Coordenadas
Aislado Localidad Municipio Latitud N Longitud W
2 Sta. Maria del Oro Miguel Hidalgo 21°28'22.9" 104°40'15.3"
3 Sta. Maria del Oro Miguel Hidalgo 21°28'36.4" 104°39'41.1"
4 Ixtlan del Rio Lazaro Cardenas 21°02'04.3" 104°20'19.3"
8 Ixtlan del Rio Mexpan 21°02'09.3" 104°25'45.9"
9 Ixtlan del Rio Mexpan 21°02'09.3" 104°25'45.9"
10 Sta. Maria del Oro Miguel Hidalgo 21°28'36.4" 104°39'41.1"

Evaluacion de la patogenicidad de los aislados
Al realizar la prueba de patogenicidad in vitro en papa, seis aislados el 2, 3, 8,9y 10

provocaron signos y sintomas (Tabla 2).

Tabla 2. Resultado de las pruebas de patogenicidad de los aislados realizadas in vitro en papa
y en segmentos de hoja de agave, e in vivo en plantas establecidas en campo.

Pruebas de fitopatogenicidad

Aislado In vitro en papa In vitro en agave In vivo
2 + - -
3 + + +
4 - + -
8 + - -
9 + + +
10 + - -

+ Manifesto6 signos y sintomas; - No manifesto signos, tampoco sintomas.
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Los aislados 2, 3 y 8 comenzaron a provocar signos y sintomas 48 h después de inoculados,
mientras que los aislados 9 y 10 a las 72 h. En general, se presentaron exudados transparentes,
bordes oscuros y pudricién acuosa en la zona inoculada de la papa, en comparacion con el testigo,
doénde las heridas cicatrizaron sin presentar signos o sintomas (Figura 1).

Figura 1. Signos y sintomas producidos por los aislados en las pruebas de patogenicidad in
vitro en segmentos de papa. A) aislado 2, B) aislado 3, C) aislado 8, D) aislado 9, E) aislado 10 y
F) Testigo.

En contraste al realizar la prueba de patogenicidad in vitro en fragmentos de agave, solo tres
aislados, el 3, 4 y 9 presentaron respuesta (Tabla 2). Los aislados 3, y 4 comenzaron a provocar
sintomas 24 h después de la inoculacién en la zona infectada, los cuales consistieron en
oscurecimiento en los bordes de las heridas. A partir de las 48 h, se mostraron signos como
exudados, pudricion acuosa y manchas oscuras (Figura 2).

Figura 2. Signos y sintomas producidos por los aislados en la prueba de patogenicidad in
vitro en hojas de agave. A) aislado 3, B) aislado 4 y C) Testigo, en la prueba de patogenicidad in
vitro en fragmentos de agave.

Al realizar la prueba de patogenicidad in vivo, Gnicamente se presentaron signos y sintomas en
las plantas de agave inoculadas con los aislados 3 y 9 (Tabla 2). El aislado 3 comenzo a provocar
sintomas como oscurecimiento en los bordes del orificio, 29 dias después de la inoculacion; mientras
gue el aislado 9, comenzo a presentarlos a partir del dia 34. Ambos aislados provocaron pudricién
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acuosa y exudados (Figura 2). En cuanto al testigo, cicatriz6 sin mostrar algun tipo de sintoma, como
se observa en la figura 2.

Identificacion bioquimicay fisiolégica

Las pruebas bioquimicas vy fisiolégicas se realizaron ademas de las moleculares debido a la
variante que existe entre individuos, de acuerdo a su metabolismo aun cuando pertenece a la misma
especie (Fonseca, 2014). Los resultados de las pruebas bioquimicas para la identificacion de los
aislado se muestran en el Tabla 3.

Table 3. Resultado de las pruebas bioquimicas y fisioldgicas realizadas a los aislados que
causaron signos y sintomas al menos en una de las pruebas de patogenicidad.

Crecimiento H.S
Aislado pH Gram NaCl 5 % at 37 °C Glucosa 10 % produccién
tincién Anaerébico
T
2 M - + - + +
3 A - + + - -
+
4 A - + + + +
8 M - + + + +
9 A - + + + +

10 M - - - - -

pH:M=pH=74, A=pH<5.5.

Identificacion molecular de los aislados bacterianos

Los iniciadores rD1 y fD1 que fueron utilizados, pudieron amplificar todas las muestras de los
aislados, a excepcion del control negativo, donde no se utilizé ADN. En general, todos los aislados
tuvieron un peso molecular aproximado de 1000 — 1200 pb como se muestra en la figura 3.

A B
12 34 567 8 910 1 234

1200 w—
1300 w—
00—

Figura 3. Amplificacion por PCR de los aislados. A), carril 1, marcador molecular marca sigma 50
pb; carril 2, aislado 2; carril 5, aislado 8; carril 6, aislado 10 control positivo; carril 8, aislado 9; carril
11, control negativo. B) carril 1, marcador molecular; carril 2, aislado 10; carril 3, aislado 4; carril 4,
aislado 3. Las flechas indican el tamafio de los fragmentos.
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Los resultados obtenidos del andlisis BLAST de los aislados se muestran en el Tabla 4.

Tabla 4. Resultado de andalisis BLAST de las secuencias 16S rRNA obtenidas de los aislados
evaluados

Aislado Microorganismo Porcentaje de similitud
2 Enterobacter asburiae 99.90 %

3 Pectobacterium aroidearum 99.71 %

4 Enterobacter hormaechei 99.00 %

8 Enterobacter hormaechei 99.61 %

9 Pectobacterium aroidearum 99.62 %

10 Pseudomona mendocina 99.90 %

Sin embargo, el aislado 3 manifestd sintomas en papa y en hoja de agave; e in vivo en agave
24 horas antes que el 9 en las pruebas de patogenicidad in vitro y con diferencia de cinco dias en la
prueba de patogenicidad in vivo (Tabla 2).

Basados en la secuencia de un fragmento de ADN ribosomal estos aislados presentaron 99.71
y 99.62 % de similitud con Pectobacterium aroidearum. Esta especie agrupa a bacterias que no
producen gas (Nabhan et al., 2013). De la misma forma en las pruebas bioquimicas y fisioldgicas,
estos aislados no produjeron H2S.

En las primeras investigaciones sobre pudricién blanda en Agave tequilana var. azul, que no
consideraban los andlisis moleculares, se sefialé a Erwinia y a Pectobacterium carotovorum o P.
carotovorum subsp carotovorum como el agente causal de la pudricién blanda en agave (SENASICA,
2020). Esto quizé esté relacionado con el hecho de que, hasta hace algunos afios, Pectobacterium
carotovorum subsp carotovorum servia para agrupar aislados que diferian de otros aislados
pectobacteriales. Fue hasta 2013 cuando a partir de andlisis filogenéticos moleculares, se propuso
a Pectobacterium aroidearum como una nueva especie para un grupo de patégenos que causan
pudricién blanda (Nabhan et al., 2013). Desde entonces, se reportd por primera vez causando
pudricién blanda en calabaza (Cucurbita pepo) (Moraes et al., 2016) y en frutos de chile (Capsicum
annuum) en Brasil (Moraes et al., 2020); en alcatraz (Li et al., 2022) y en durazno Olecranon Honey
(Prunus persica) en China (Liang et al., 2022); en alocasia (Alocasia amazonica) en Polonia
(Mikicinski et al.,, 2023). Generalmente se considera una especie con preferencia por
monocotiledoneas, pero causa pudriciones blandas en especies dicotiledéneas.

La secuencia del ADN ribosomal 16S del aislado 2 mostré un 99.9 % de similitud con
Enterobacter asburiae. En las pruebas in vitro, este aislado s6lo mostr6 signos y sintomas en papa.
Sin embargo, en las pruebas bioquimicas presentd crecimiento en condiciones anaerobias y
produccion de &cido sulfhidrico (H2S). El género Enterobacter es anaerobio facultativo y no produce
H2S (Jha et al., 2011). Sin embargo, se observé que en el caso de Echericha coli se presentan cepas
atipicas constituidas por variantes productoras de H:S que causan una amplia gama de
enfermedades en humanos y animales (Mazumder et al., 2023). Son escasos los reportes de este
microorganismo como causa de enfermedad en plantas; apenas en 2020 se realiz6 el primer reporte
donde se identificé que provoca pudricion del tubérculo de ginger (Zinggiber officinale Roscoe) en
China (Zhang et al., 2020); en 2021 el primer reporte donde se identificO como agente causal del
tizon bacteriano en arroz, en algunos casos acompafiado de Pantoea ananatis en China (Xue et al.,
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2021); y en 2023, como causa de enfermedad en la raiz tuberosa de rabano (Raphanus sativus L.)
(Wang et al., 2023).

En contraste, Enterobacter asburiae raza RS83 fue estudiada por su capacidad para promover
el crecimiento vegetal (Jetiyanon, 2015). Ademas, se encontré que Enterobacter asburiae JAS5
posee potencial para la bioremediaciébn de campos agricolas contaminados con plaguicidas
(Abraham & Silambarasan, 2015).

Los aislados 4, 8 presentaron 99.00 % y 99.61 % de similitud con Enterobacter hormaechei. En
las pruebas bioquimicas, el aislado 4 presenta crecimiento positivo a 37 °C, crecimiento en
condiciones anaerobias y produccién de acido sulfhidrico. Aunque la temperatura Optima de
crecimiento de Enterobacter es de 30 °C la mayoria de las cepas clinicas crecen a 37 °C (Grimont &
Grimont, 2015).

Por otro lado, el aislado 8 comparte estas caracteristicas, excepto que no produce &cido
sulfhidrico. Existen también diferencias entre estos dos aislados en las respuestas en las pruebas
de patogenicidad in vitro. El aislado 8 mostré signos y sintomas Unicamente en papa, mientras que
el aislado 4 presentd signos y sintomas en hojas de agave, aunque no en la prueba in vivo (Tabla
2). La susceptibilidad a bacterias pectoliticas depende de diversos factores como la concentracion
del in6culo, la temperatura y la variedad del cultivo, entre otros (Franco et al., 2007); en este caso,
es posible que uno de los factores no se presentd para la manifestacion del sintoma. Debido a que
los microorganismos pueden estar presentes en las plantas sin causar enfermedad, y las plantas
pueden permanecer asintomaticas durante todo el ciclo de desarrollo, y actuar como reservorio del
patégeno (Marin-Ortiz et al., 2018). Sin embargo, se requiere mayor investigacion. Martinez-
Rodriguez et al.,, (2014) encontraron esta bacteria en hojas de plantas de Agave tequilana y
consideraron que era una bacteria que podia promover el crecimiento debido a las propiedades de
fijacion de nitrégeno, produccién de acido indol acético y solubilizacién de fosfatos. Aunque
Enterobacter hormaechei pertenece al complejo “Enterobacter cloacae”, que incluye seis especies:
E. asburiae, E. cloacae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii y E. nimipressuralis que generalmente
se aislaron en enfermedades hospitalarias (O’Hara et al., 1989), en 2019, en Malasia se realiz6 el
primer reporte de E. hormaechei como agente causal de la pudricion del tallo de Pitahaya
(Hylocereus costaricensis) y, en el mismo afio, en el continente americano en Costa Rica (Retana et
al., 2019). Es importante notar que agave y pitahaya tienen en comuan que son plantas suculentas.

El aislado 10 presentd 99.90 % de similitud con Pseudomonas mendocina. Jiménez-Hidalgo et
al. (2004), realizaron una investigacién donde caracterizaron los aislados a partir de pruebas
moleculares, bioquimicasy de acidos grasos. Las pruebas moleculares identificaron a Pseudomonas
sp. aungue tuvo 97 % de homologia con P. mendocina y P. alcalophyla. Los microorganismos
identificados en esta investigacion corresponden a: E. asburiae, P. aroidearum, E. hormaechei y P.
mendocina. De los aislados evaluados, E. asburiae fue el Gnico que reprodujo consistentemente la
enfermedad en las tres pruebas, por lo que se considera el mas virulento.

Estos resultados coinciden en parte con lo reportado por Jiménez-Hidalgo et al. (2004), quienes
identificaron tres especies asociadas a la pudricion blanda del agave: Erwinia cacticida, Pantoea
agglomerans y Pseudomonas sp., y sefialaron que esta enfermedad puede ser causada por mas de
una especie bacteriana. No obstante, las especies identificadas en el presente estudio difieren de
las encontradas por dichos autores.

Conclusiones

Con base en la diversidad bacteriana identificada y en las pruebas realizadas, se concluye que
el sindrome de pudricion blanda del agave esta asociado a un complejo de patégenos. Las bacterias
detectadas fueron Enterobacter asburiae, Pectobacterium aroidearum, Enterobacter hormaechei y
Pseudomonas mendocina. Este estudio constituye el primer reporte que identifica a estas especies
como agentes causales de la pudricion blanda del cogollo en aislamientos obtenidos en Nayarit,
México.
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