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Resumen

Agave tequilana Weber var. Azul se utiliza para la produccién de tequila, la cual esté regida por la horma
llamada Denominacion de Origen Tequila A.C. (DOT). Sin embargo, el agave es afectado por
fitopatégenos que ocasionan dafios considerables. Fusarium sp., causa marchitamiento vascular,
pudricién de raiz, corona, tallos, fruta y semillas; y provoca grandes pérdidas econémicas en la industria
del tequila. Por lo anterior, este estudio se enfocé en la obtencién de anticuerpos policlonales contra
Fusarium sp. Previamente, se colectaron muestras de las principales zonas productoras de tequila,
como Arandas, Amatitdn y Tequila; para el aislamiento del hongo a partir del cogollo de plantas de
Agave con marchitez y necrosis en hojas 6 pudricién seca. Después, se obtuvo un homogenado total de
proteinas de Fusarium sp. y se produjeron anticuerpos policlonales mediante un protocolo de
inmunizacién. La titulacién de los anticuerpos se realiz6 por ELISA, los resultados muestran una
disminucion con respecto a la dilucién 1:150-1:5000 de 0.43-0.12 Abs (450nm) respectivamente. Se
identificaron proteinas antigénicas por inmunodeteccion, con un Mr< 68-44kDa. Los anticuerpos
policlonales serviran como una herramienta en el desarrollo de estrategias para el estudio de la
interaccion planta—patégeno 6 el desarrollo de métodos de diagndstico.

Abstract

Agave tequilana Weber var. Azul is used for the production of tequila, which is governed by the standard called
Denomination of Origin Tequila A.C. (DOT). However, the Agave is affected by phytopathogens that cause
considerable damage. Fusarium sp, causes vascular wilt, root rot, crown, stems, fruit and seeds; and causes great
economic losses in the tequila industry. Because of the above, this study focused on obtaining polyclonal antibodies
against Fusarium sp. Previously, samples were collected from the main tequila producing areas, such as Arandas,
Amatitan and Tequila; for the isolation of the fungus from the bud of Agave plants with wilting and necrosis in leaves
or dry rot. After, a total homogenate of Fusarium sp. and polyclonal antibodies were produced by an immunization
protocol. Titration of the antibodies was performed by ELISA, the results show a decrease with respect to 1:150-
1:5000 dilution of 0.43-0.12 Abs (450nm) respectively. Antigenic proteins were identified by immunodetection, with a
Mrs 68-44kDa. Polyclonal antibodies will serve as a tool in the development of strategies for the study of plant-
pathogen interaction or the development of diagnostic methods.
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INTRODUCCION

El cultivo de agave en México es de gran
importancia economica, debido a la variedad de
productos y subproductos que se pueden elaborar
con las diferentes especies de agaves; siendo el
agave tequilero (Agave tequilana Weber var. Azul)
el de mayor importancia econémica, ya que es la
materia prima para la industria del tequila, bebida
de la cual se ha incrementado su demanda tanto a
nivel nacional como internacional [1]. A nivel
mundial México es el Unico pais productor de
agave tequilero y tequila, debido a que cuenta con
la Denominacién de Origen de Tequila (DOT).

La produccién de agave tequilero se enfrenta a
problemas sanitarios a causa de factores abibticos
y bidticos. Los abiéticos principalmente son por
caracteristicas fisicoquimicas del suelo,
condiciones ambientales, mal manejo agronémico
y uso inadecuado de agroquimicos. Dentro de los
factores bidticos, estan las plagas de insectos,
malezas y enfermedades ocasionadas por
bacterias y hongos fitopatégenos, los cuales
disminuyen la rentabilidad de dicho cultivo al
afectar la cantidad y calidad de la cosecha,
ademas de incrementar los costos de produccion,
derivados de las medidas preventivas y correctivas
para controlar dichos problemas [2].

Entre los fitopatdgenos, destaca el hongo
Fusarium sp., el cual causa marchitamiento
vascular, pudricién de raiz, corona, tallos, fruta y
semillas; como consecuencia, provoca grandes
pérdidas econOmicas importantes en la industria
del tequila [3].

Existen diferentes métodos para la deteccién de
Fusarium sp. mediante PCR o RFLP-PCR, los
cuales resultan costosos. Por todo lo anterior, este
estudio se enfocé en la obtencion de anticuerpos
policlonales contra Fusarium sp. como una
estrategia para disefiar un método de diagnéstico.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Fusarium sp.

Previamente, se colectaron muestras de las
principales zonas productoras de tequila, como
Arandas, Amatitlan y Tequila; a partir del cogollo
de plantas de Agave con marchitez y necrosis en
hojas, asi como de plantas con pudricion seca.

Cultivo de Fusarium sp. y preparacion del
inmundégeno

Fusarium sp. fue crecido en medio PDA natural
(Agar Papa Dextrosa) por 10 dias a 35°C.
Posteriormente, el micelio fue recolectado en
solucién amortiguadora de fosfato pH 7.0 mas
inhibidores de proteasas (coctail ROCHE), para
obtener el homogenado total se sénico en bafio de
hielo (Sonics vibracell). Este homogenado se
utilizé como antigeno.

Por otra parte, una muestra del micelio de
Fusarium sp. fue tefiida con Blanco de Calcofluor
(Sigma Aldrich). Las muestras fueron observadas
en un microscopio de epifluorescencia (Leica,
DMLS) con una camara AxioCam ICcl (Carl
Zeiss).

Protocolo de inmunizacién para la obtencion
de los anticuerpos policlonales contra
Fusarium sp.

Para generar los anticuerpos policlonales, se
usaron conejos macho raza Nueva Zelanda.
Previo a la inoculacion del antigeno, se tomé una
muestra de sangre de la vena marginal de la oreja
del conejo (Fig. 1), para la obtencién del suero
preinmune que se utilizara como control en los
ensayos.

Figura 1. Extraccion del suero preinmune.
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Posteriormente, se realizaron cuatro periodos de
inmunizacién via intramuscular; el primero
adicionando a los extractos proteicos adyuvante
completo de Freud (Sigma, U.S). Las siguientes
inmunizaciones se realizaron a intervalos de 12
dias, administrando a los conejos los extractos de
proteinas totales adicionados con adyuvante
incompleto de Freud (Sigma, U.S). Después de
realizado el esquema de inmunizacién [4], se
obtuvo el suero inmune mediante sangrado letal
del conejo.

Titulacion de anticuerpos policlonales

La titulacion de los anticuerpos policlonales
generados se determind por ensayo de ELISA [5].

SDS-PAGE y Western blot

Para determinar los antigenos mayoritarios, se
realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida
al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE 10%) [6]. La cuantificacion de las proteinas
fue realizada por el método de Lowry (1951) [7].
Un gel fue tefiido con Azul de Coomassie 0.25%
para la Vvisualizacion de las proteinas, la
adquisicién de la imagen se realiz6 en un equipo
ChemiDoc MP System-BIORAD utilizando el
software Image LabTM software (BIORAD). Por
otra parte, otro gel se transfiri6 a una membrana
de nitrocelulosa para posteriormente realizar la
inmunodeteccién (Western blot) de las proteinas
antigénicas por quimioluminiscencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fusarium sp. fue aislado de las principales zonas
productoras de tequila, como Arandas, Amatitlan y
Tequila; a partir del cogollo de plantas de Agave
con marchitez y necrosis en hojas, asi como de
plantas con pudricién seca (Fig. 2).

Figura 2. Cultivo de Fusarium sp. en PDA (A) e hifas tefiidas con
Blanco de calcofluor (B)

Titulacion de los anticuerpos policlonales

Los resultados muestran que los valores del
ensayo de ELISA disminuyen con respecto a la
diluciéon 1:150-1:5000 de 0.43-0.12Abs (450nm)
respectivamente (Fig. 3). Indicando la reactividad
de los anticuerpos policlonales.

© Suero inmune
0.4 © Suero preinmune
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1:150 1:300 1:620 1:1250 1:2500 1:5000

Dilucién del anticuerpo

Figura 3. Titulacién de los anticuerpos anti- Fusarium sp.

Identificacion de los antigenos mayoritarios

Con el objetivo de identificar las proteinas
antigénicas de Fusarium sp., se realiz6 un
Western blot. Los resultados indican que los
anticuerpos  generados reconocen en el
homogenado total proteinas con movilidad relativa
(Mr) de 44, 52, 62 y 68kDa; como proteinas de
mayor antigenicidad (Fig. 4 carril 2). En el control
con el suero preinmune, no se detectan proteinas,
lo que corrobora la reactividad especifica de los
anticuerpos anti-Fusarium sp. (Fig. 4 carril 1).
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Figura 4. Identificacion de antigenos mayoritarios de Fusarium
sp. M. Marcadores de peso molecular, carril 1. Suero preinmune,
carril 2. Suero inmune.
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La expresion de anticuerpos especificos de
patégenos en plantas se ha propuesto como una
estrategia para la proteccion de cultivos [8, 9]. Por
mencionar un ejemplo, se ha reportado que la
expresion de fusion de proteinas (anticuerpos
especificos contra Fusarium y un péptido
antifngico (AFPs)), en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana conferia altos niveles de
proteccion contra Fusarium oxysporum f.sp.
matthiolae, mientras que las plantas que
expresaron solo el anticuerpo especifico contra
Fusarium o las AFPs solas, exhibieron sélo una
moderada resistencia [10]. Estas estrategias son
un enfoque prometedor para la generaciéon de
cultivos transgénicos para el manejo de
fitopatégenos en la agricultura sostenible. Sin
embargo, uno de los primeros pasos hacia la
generacion de plantas con resistencia a patdgenos
mediada por anticuerpos, es el conocimiento
basico de las proteinas antigénicas de un
patégeno, asi como la preparacion y generacién
de anticuerpos. Este estudio, esti orientado hacia
el conocimiento de las proteinas antigénicas de
Fusarium sp. como una estrategia para el estudio
de la interaccion planta — patégeno 6 el desarrollo
de métodos de diagndstico.

CONCLUSION

Los anticuerpos policlonales obtenidos contra
Fusarium sp. serviran como una herramienta en el
desarrollo de estrategias para el estudio de la
interacciéon planta — patégeno o el desarrollo de
métodos de diagndstico.
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