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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacion (colaboracion)
(co-participacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio Social
(acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar cuenta de los
saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacion profesional (Opcidon
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de
sus saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar

en distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.
El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.



El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollé en el

transcurso de su labor.



Resumen

El PAP “Escalamiento de bacteri6fagos formulados para control biolégico de la mancha
bacteriana (Xanthomonas euvesicatoria) en el cultivo de chile”, que da continuidad al
proyecto iniciado en el CIATEJ y liderado por el Dr. Gabriel Rincdn Enriquez, consta de una
formulacién a base de bacteriéfagos con capacidad de controlar la enfermedad de mancha
bacteriana provocada por Xanthomonas euvesicatoria (Xe). El principal objetivo es generar
un escalamiento de la formulacion fotoprotectora denominada Fagolytic a base de
nanoparticulas de zinc para bacteriéfagos. Se plantearon tres objetivos especiicos: Evaluar el
crecimiento de los fagos liticos ®XaF13 y ®XaF18 producidos a nivel de planta piloto de 20
L y evaluar la efectividad biol6gica de Fagolytic para control de Xanthonomas euvesicatoria
en el cultivo de chile en condiciones de invernadero y, ademas, dar continuidad al desarrollo
de Fagolytic con caracteristicas pre-comerciales compuesto a base de nanoparticulas de zinc
y los bacteriofagos ®XaF13 y ®XaF18.

Se produjeron los bacteriéfagos a nivel de planta piloto en biorreactor de 20 L. Se efectué la
centrifugacion y filtracion del producto utilizando la técnica de doble placa para titular la
concentraciones virales resultantes. Finalmente se establecieron los cultivos de chile en

invernadero para la evaluacion de efectividad bioldgica de Fagolytic.

Se produjeron lotes de 20 L de bacteriéfagos ®XaF13 y ®XaF18 con concentraciones de
1x108 UFP/mL y 1.8x108 UFP/mL, con los cuales se elaborara el producto Fagolytic que
servira para una prueba de efectividad bioldgica en los cultivos de chile establecidos en el
invernadero de CIATEJ.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucion social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en ldgica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.



El Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A. C.
(CIATEJ o el Centro) es perteneciente al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
CONACYT vy desde su apertura ha realizado actividades de investigacion, desarrollo
tecnoldgico y de formacidn de recursos humanos en programas de educacion superior,
ademas de asistencia técnica a instituciones de diversos sectores mediante aplicacion de
ingenieria, informacion y gestion en el Estado de Jalisco, Entidades Federativas y todas
aquellas que lo soliciten ain cuando se encuentren fuera del pais. En el Centro se desempefia
la Unidad de Biotecnologia Vegetal como elemento sustantivo del CIATEJ sirviendo al
sector agricola, agropecuario y agroindustrial, con la finalidad de cooperar al desarrollo de

la excelencia competitiva y vanguardista en los mercados globales contemporaneos.

El presente trabajo da continuidad al proyecto iniciado en el CIATEJ por la Unidad de
Biotecnologia Vegetal y liderado por el Dr. Gabriel Rincon Enriquez, el cual consta de una
formulacién a base de bacteriéfagos, denominada Fagolytic, con capacidad de controlar la
enfermedad de mancha bacteriana provocada por Xanthomonas euvesicatoria (Xe), a partir
de este se propone un desarrollo del escalado del proceso y posteriormente a través de una
prueba de efectividad se busca encontrar resultados coherentes a los trabajos previos que
puedan conducir a la obtencion de un producto pre-comercial. Dicho esto, el proyecto puede
describirse como de caracter experimental teniendo que desarrollarse en escritorio,
laboratorio de escala analitica y piloto, incluyendo el trabajo que implica la evaluacion de

efectividad biol6gica de la formulacion en el cultivo de chile en condiciones de invernadero.

El objetivo general del proyecto es generar un escalamiento de la formulacion fotoprotectora

F4 a base de nanoparticulas de zinc mas los fagos ®XaF13 y ®XaF18 a dimension de planta

piloto de 20 L (Fagolytic) y posteriormente evaluar su efectividad biologica en el control de

X. euvesicatoria sobre plantas de chile en condiciones controladas de invernadero. Ahora
bien, los objetivos especificos para el proyecto se detallan de la siguiente forma:

e Evaluar el crecimiento de los fagos liticos ®XaF13 y ®XaF18 con formulacion a base

de nanoparticulas de zinc a las dimensiones de una planta piloto de 20 L (Fagolytic).

e Evaluar la efectividad biologica de la formulacion de fagos en control de X.

euvesicatoria sobre plantas de chile en condiciones de invernadero.



e Dar continuidad a la generacion de producto Fagolytic de caracteristicas pre-
comerciales de formulacion compuesta a base de nanoparticulas de 6xido de zinc y
de los fagos liticos ®XaF13 y ®XaF18.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

Las bacterias del género Xanthomonas spp. poseen generalmente una morfologia de baston,
son Gram negativas y por lo tanto no esporuladas, aerobias obligatorias de metabolismo
oxidativo y en la mayoria de los casos con flagelo polar Gnico, sus condiciones 6ptimas de
crecimiento son de temperaturas entre 25 y 30°C acompariadas por humedades altas [1].
Mayoritariamente las especies del género presentan colonias mucoides, convexas y amarillas
al crecer en medio de cultivo YDC (levadura, dextrosa y carbonato de calcio), la
pigmentacion amarilla tiene como funcion proteger a la colonia de la luz solar y el dafio

oxidativo [2].

Existe una basta cantidad de estudios que demuestran la gran extension y diversidad de
genomas presentes en el género Xanthomonas spp. Esta bacteria es un patégeno que cuenta
con gran plasticidad en su genoma que le permite tener altos niveles de especificidad en
relacién con su hospedero. Siendo asi, la continua aparicion de nuevas razas junto con la
variedad genética le da condiciones para crecer a diferentes temperaturas y superar genes de
resistencia del hospedero lo que supone un desafio para establecer métodos de control

efectivos [3].

Con el fin de obtener una alternativa ecolégica y factible de control de mancha bacteriana en
cultivos de chile provocada por Xe, en el proyecto de tesis de maestria de Ibarra Rivera [4]
se desarrolld6 una formulacion (denominada F4) a nivel matraz compuesta a base de
nanoparticulas de zinc y/o titanio junto a los bacteriéfagos liticos de Xav ®XaF13 y ®XaF18
(también denominados fagos, la formulacion se le denomind Fagolytic). La formulacion no
provoco limitantes en la efectividad biologica del fago y se logro prolongar
significativamente su viabilidad bajo irradiaciones de UV y en condiciones de invernadero y
campo. Las comparaciones entre las aplicaciones del fago con y sin la formulacién
demostraron su eficiencia, siendo que protege al fago de la exposicion ultravioleta induciendo

un control significativamente més eficiente de la enfermedad de mancha bacteriana.



Posteriormente la formulacién evaluada por Ibarra Rivera [4] a nivel de laboratorio, sirvid
de base del proyecto de tesis de maestria de Payan Almanza [5] para desarrollar un
escalamiento de su produccion en plantas piloto con biorreactores de 20 litros donde se
obtuvieron resultados consistentes con los mostrados anteriormente. Siendo asi, en el
presente Proyecto de Aplicacion Profesional (PAP) se busca dar continuidad a la generacion
del producto pre-comercial de formulacién compuesta a base de nanoparticulas de 6xido de
zinc y fagos liticos ®XaF13 y ®XaF18, denominada Fagolytic.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

El proyecto “Escalamiento de bacteridéfagos formulados para control bioldgico de la mancha
bacteriana (Xanthonomas euvesicatoria) en cultivos de chile realizado en el CIATEJ” se
desarrollé en el CIATEJ Subsede Zapopan en la Unidad de Biotecnologia Vegetal. El
CIATEJ se dedica al sector agricola, agropecuario y agroindustrial a través de investigacion;
el desarrollo y servicios tecnoldgicos en la formacion de recursos humanos, con el propésito
de contribuir al incremento de ventajas competitivas e innovadoras en los mercados globales
actuales. Al momento del presente escrito, los involucrados puntualmente en el proyecto
fueron el Dr. Gabriel Rincon Enriquez como director del proyecto e investigador de CIATEJ
y el Dr. Guillermo Alejandro Solis Sanchez como investigador asociado a este proyecto del
CIATEJ.

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

El chile Capsicum annuum (C. annuum) es un alimento de importancia econémicay cultural
en toda la Republica Mexicana, cultivado practicamente en todo el pais, presenta altos indices
de consumo, rentabilidad y amplia necesidad de mano de obra. A nivel mundial, México se
ha posicionado como el segundo mayor productor de C. annuum y principal exportador,
siendo asi el cultivo horticola de segunda mayor importancia socioeconémica aportando 20%
de toda la produccion. No obstante, este integrante del sector agricola mexicano se ha visto
afectado por obstaculos en sus producciones como las enfermedades, una de ellas es la

mancha bacteriana provocada por Xanthonomas euvesicatoria la cual esta presente en todas



las regiones de la Republica y de no controlarse puede arruinar una produccion completa de

cultivo de chile [6].

La mancha bacteriana es una enfermedad importante que afecta a las especies de C. annuum,
actualmente se han caracterizado cuatro especies de Xanthonomas que la pueden provocar,
denominadas: X. euvesicatoria, X. perforans, X. gardneri y X. vesicatoria siendo la primera
la més relacionada con la enfermedad de mancha en C. annuum. Los sintomas de la
enfermedad se manifiestan en los componentes aéreos de la planta (hojas, tallos y frutos), las
lesiones tienen forma de pequefias manchas que se vuelven grises con un centro necrético y
en el caso de las hojas de chile enfermo se puede presentar color amarillento y defoliacién
generalizada, lo que afecta severamente al rendimiento final de la explotacion; las lesiones
del fruto (apresiables en la epidermis) son mas pequefias, “acorchadas” y levemente
deprimidas, estas merman el rendimiento y la calidad e impiden la comercializacion del
producto final [7] [8].

Se han reportado medidas de prevencion y control de la enfermedad de la mancha bacteriana
como el empleo de variedades menos susceptibles, uso de barreras vivas, desinfeccion de
equipos y herramientas, accion de agroquimicos a base de cobre y la erradicacion de plantas
contaminadas. Sin embargo, existen problematicas que vuelven ineficientes a las técnicas
anteriores tales como la contaminacion de los suelos y agua por el uso excesivo de quimicos
a base de cobre, antibioticos agricolas y la generacion de resistencia en cepas bacterianas al
mismo cobre y a las variedades menos susceptibles [9] [10]. Por lo tanto, se han empezado a
buscar alternativas para métodos de control como organismos antagonistas de bacterias
foliares y bacteriofagos, de los cuales los ultimos ya se tienen antecedentes de su desarrollo
para el biocontrol de especies de Xanthonomas remontandose a los inicios del siglo 20 [4],
actualmente un verdadero reto es conseguir que posean una larga persistencia en la filosfera
de la planta [11] [12].

Los bacteriéfagos ®XaF13 y ®XaF18 puntualmente estudiados por el CIATEJ, son cepas de
virus extraidas y aisladas por el Centro en suelo mexicano que han mostrado resultados
significativos en estudios previos al presente PAP sobre mejoramiento de control de mancha

bacteriana en chile provocada por X. euvesicatoria en condiciones de invernadero.



Particularmente las formualciones con el fago ®XaF18 han sido las mas eficientes y su efecto
en los cultivos contaminados han sido comparados con los de métodos de control utilizados
en la actualidad como los mismos antibi6ticos agricolas [4].

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Los métodos utilizados en la actualidad en Meéxico para controlar al fitopatdgeno de X.
euvesictoria en cultivo de chile se basan en su prevencion, ya que el control quimico resulta
complejo por problemas como la capacidad de la bacteria de generar resistencia rapidamente
ante la materia activa utilizada como compuestos cupricos y antibi6ticos [13]. Siendo asi, los
métodos clasicos de control de la enfermedad terminan repercutiendo a largo plazo al cultivo
del chile elevando los costes de su produccién, reduciendo su efectividad y alterando el

equilibrio de su ecosistema natural.

Dados los problemas generados por las estrategias poco efectivas para el control del
fitopatdgeno de X. euvesicatoria en cultivos de chile, se ha despertado el interés por el empleo
de biocontrol por otros medios. EI medio que se busca desarrollar en el presente PAP busca
emplear a los virus denominados bacteriofagos de los que siempre se han visto en

convivencia con la bacteria y los cultivos en condiciones naturales [14].

Experimento en biorreactor

Se establece el experimento con las mismas condiciones que las utilizadas en el trabajo de
Ibarra Rivera [4] y las nuevas o posibles con base a las cantidades y proporciones para
compararlas con la control. Al igual que en el primer escalamiento realizado por Payan
Almanza [5], se valora el crecimiento con base a las dimensiones y condiciones propuestas
del biorreactor, se determina la méas optima (temperatura, tiempo de inoculacién, induccién
de oxigeno, agitacion) y se evalua la carga inicial de inoculo, proporcion fago/bacteria y el

momento de la lisis més alta y también se utiliza pre-cultivo para las bacterias.

Evaluacion de efectividad biologica
Se valorara el producto formulado Fagolytic en plantas de chile poblano bajo condiciones de
luz y temperatura constantes, utilizando el formulado obtenido a nivel planta piloto, la

formulacién obtenida a nivel matraz, el producto antibacteriano, la formulacion de referencia
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y el control de fagos aplicados Unicamente con agua. El experimento bajo condiciones de

invernadero, se realiza en una infraestructura de polietileno que alberga a las plantas
contenidas dentro de un cubiculo.

Para estimar el efecto de los tratamientos sobre la mancha bacteriana en plantas de chile, se
toman como variables de respuesta las utilizadas en los trabajos anteriores: area foliar
afectada, nivel de dafio &rea foliar total, didmetro de tallo, altura de planta y biomasa. Estas
variables son estimadas al dia 20 después de la inoculacion con Xe con un total de ocho
repeticiones por tratamiento. Los resultados de las variables cuantitativas seran procesados
mediante ANAVA y prueba multiple con comparacion de medias de Tukey, mientras que los
resultados de la escala ordinal de severidad se analizan mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Se utiliza el programa Minitab Statistical Software [4]) .

En Cuadro 1 se muestra el plan de trabajo del presente proyecto. Se especifican los recursos
humanos, materiales y tecnol6gicos necesarios para cumplir cada actividad. Ademas se anota

el tiempo requerido para llevar a cabo las actividades y la semana en la cual se planea
realizarlas.

Cuadro 1. Cronograma de actividades previstas para el desarrollo y la realizacion del proyecto.

Semestre Primavera 2023
ARG HEIEIEIEIEEREE
- 28| gl g ol 8| o o of @ ==
Actividad 3 S| S S| Sl sl s|s| |88 s
A= slal 55|55 5|5 5
o n|u NN D plonln]lwvlwnlwnlun
A
Gv
A
Ensayo de A,
técnicas TP, | 1
generales PP,
CF
IC
A
Gl
Pruebas en A 1
biorreactores A,
TP,
BR
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A
M
v,
TP,

Prueba en A 20

invernadero G,
A
A
A
G,

Analisis de datos | TP, |10
S
W

Revision del A

RPAP por el G,

. TP,

director del s

proyecto W

Presentacion oral

del PAP ante

personal del A

CIATE)y G

docentes del

ITESO

ENTREGA

FINAL DEL a

RPAP

La Cuadro 2 muestra el significado de las abreviaturas utilizadas para referir los recursos

necesarios en cada actividad planeada.

Cuadro .2. Abreviaturas de los recursos sefialados en el cronograma de actividades.

Recursos utilizados

Recursos utilizados Abreviatura
Asesoria Dr. Gabriel AG
Asesoria Dr. Alejandro AA
Asesoria Dr. Melchor AM
Trabajo personal TP
Invernadero v
Biorreactor BR
Centrifuga CT

Placas petri PP

12



Software SW
Campana de flujo laminar |CF
Incubadora IC

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora
Conservacion bacteriana por ultra-congelacion
La criopreservacion es una técnica que implica el congelamiento de células o tejidos a
temperaturas extremadamente bajas, entre -80 °C y -190 °C, lo que reduce el metabolismo
celular a niveles casi nulos. Antes de ser congelados, los microorganismos se mezclan con
un agente crioprotector para mejorar su capacidad de sobrevivir durante el proceso de

congelacién en comparacion con si solo se suspendieran en agua [15].

El glicerol es uno de los compuestos més utilizados como crioprotector debido a que tiene la
habilidad de estabilizar la estructura de la membrana celular al actuar como un radical
hidroxilo. También es capaz de penetrar en la célula y actuar como nutriente, ademas de
presentar una baja toxicidad bioldgica para las células y poder retener fragmentos de agua

que puedan descongelarse a temperaturas bajas [16].

Cultivo de Xanthomonas

Las bacterias del género Xanthomonas son microorganismos de interés industrial, se han
cultivado en medios compuestos por extracto de levadura al 0.3%, peptona de carne de
bovino al 0.5% y glicerol al 2% con un pH oOptimo de 7.00. Estas bacterias son aerobias
obligatorias de metabolismo oxidativo y pueden ser cultivadas en medio liquido o sélido
generado por agar, donde la mayoria de sus colonias son mucoides, convexas y amarillas [2]
[4]. Las cepas de X. euvesicatoria que se emplearon en este estudio fueron: BV801, BV824
y BV865.

Cultivo microbiologico
Sembrar o inocular implica introducir de manera artificial una muestra o indculo en un medio
apropiado y protegido de contaminaciones con el objetivo de comenzar el cultivo de

microorganismos para su crecimiento y reproduccién. Después de sembrar, el medio de
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cultivo se coloca en incubacion a una temperatura alrededor de 28°C para el desarrollo

microbiano [17].

Segun el microorganismo de interés y el medio utilizado, pueden efectuarse diferentes tipos
de siembra, lo que diversifica las posibilidades de empleo de técnicas para la propagacion de
un cultivo de interés. Los cultivos sélidos en placa pueden utilizarse para la obtencién de
aislamientos, son posibles de efectuar tanto en superficie (mediante instrumentos como el
asa), asi como en mezcla (donde el in6culo se encuentra en el medio con el agar todavia
fundido y se mezclan para vertirse posteriormente a la placa). Los cultivos en medio liquido
permiten el desarrollo de poblaciones grandes de microorganismos, éstas se ejecutan
tipicamente en tubos, frascos o matraces, es importante que antes y después de la siembra se
pase la boca del recipiente sin tapa por la flama del mechero para esterilizar y evitar

contaminaciones [17] [18].

Cultivo de bacteriéfagos

Los bacteriofagos son entes bioldgicos que se replican infectando al hospedador bacteriano,
lo hacen inyectando material genético (ARN o ADN) gue contienne encerrado en una capside
protéica externa. Para multiplicar al bacteriéfago es necesario hacerlo cultivandolo con la
bacteria hospedadora considerando los pardmetros basicos del cultivo y la
propagacion/infeccion de los bacteri6fagos, tales como el sustrato adecuado para el

hospedante y las temperaturas 6ptimas de crecimiento de ambas etapas [19] [20].

El cultivo de bacteri6fagos generalmente se realiza en biorreactores de agitacion conocidos
en inglés como Stir Tank Reactors (STR), en este tipo de reactores los bacteri6fagos pueden
ser producidos en tres modos de operacion: por lote, semi-continuo y continuo, cada uno con
sus propias ventajas y desventajas. Actualmente la mayoria de esquemas de produccion de
bacteriofagos se basa en la operacion por lote, donde pueden conseguirse altas
concentraciones del producto, aunque es importante mencionar que sus largos tiempos de

preparacion pueden disminuir significativamente la productividad [21] [22].

Formulacion protectora de los bacteriéfagos (Fagolytic)
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En el disefio de las formulaciones, se combinan varios compuestos para crear una solucion
fluida protectora en un disolvente acuoso. La solucion incluye un acarreador, un dispersante,
un protector/agente fotoprotector y un encapsulador opcional; finalmente se incorporan los

fagos como ingrediente activo bactericida [4].

Cultivo de Capsicum annuum

El chile (C. annuum) es un cultivo que puede crecer en diferentes tipos de suelo, pero se
desarrolla mejor en suelos franco-arenosos, franco limosos o francoarcillosos con alta
materia organica y a profundidades de 0 a 30 centimetros. Sus frutos tienen forma cénica,
miden alrededor de 12 a 15 cm de largo y 8 a 10 cm de ancho, se adapta a climas calidos,
pero no crece adecuadamente en temperaturas por debajo de los 10°C o por encima de los
35°C [4].

Sintomatologia de mancha bacteriana

Dentro de lo que comprende la enfermedad de la mancha bacteriana provocada por Xe
(Xanthomonas euvesicatoria), se pueden medir las variables de sintomatologia que se
manifiestan en los componentes aéreos de la planta, como hojas, tallos y frutos. Los
pedinculos y sépalos de los cultivos de chile son particularmente susceptibles a la bacteria,
y las lesiones pueden tomar forma de pequefias manchas que se vuelven grises con un centro
necrotico. Ademas, en el caso de las hojas de chile enfermas, pueden presentarse de color
amarillento y defoliacion generalizada, lo que afecta severamente el rendimiento final de la
explotacion. Las lesiones del fruto también son pequefias, "acorchadas" y levemente
deprimidas, lo que disminuye su calidad y afecta la comercializacion. En el caso del tallo y
los peciolos, las manchas son mas alargadas. Es importante tener en cuenta que las lesiones
causadas por la mancha bacteriana se diferencian facilmente de los hongos fitopatégenos

debido a la apariencia humeda del biofilm que se forma en la parte abaxial de las hojas [7]

[8]

Obtencién de material bioldgico
Para el desarrollo del presente PAP, se utilizaron las cepas de Xanthomonas BV801 y BV865

obtenidas del Laboratorio de Fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia Vegetal del
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CIATEJ (LFC), previamente caracterizadas en el trabajo de maestria de Ibarra Rivera [4].
Las cepas se tomaron a partir de muestras conservadas en un ultra-congelador marca Thermo
Scientific (Fig. 1) a-80 °C dentro de crioviales marca Corning (Fig. 2) de 2 mL donde estaban
en solucion de medio NYG (0.5% de peptona, 0.3% extracto de levadura, 2% glicerol) con

20% en peso de glicerol nivel molecular a pH 7.

Figura 1. Ultra-congelador Thermo Scientific utilizado para crioconservacion a -80 °C de capas
bacterinas.

Figura 2. Criovial marca Corning utilizado para crioconservar cepas de Xe en condiciones de
crioconservacion a -80°C.

Cultivo de material bioldgico
Para obtener muestras aisladas y concentradas en medio liquido de las bacterias, en
condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar marca Veco (Fig. 3) (CFV)
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del LFC, se sembraron las cepas BV801 y BV865 en cajas Petri con medio NYGA (0.5% de
peptona, 0.3% extracto de levadura, 2% glicerol, 1.5% agar) haciendo uso de la técnica de
estriado con asa bacterioldgica y posteriormente se incubaron a 28 °C en una incubadora
marca Prendo (Fig. 4) del Laboratorio de Fitopatologia del CIATEJ (LFC) hasta que las
bacterias crecieran y dieran lugar a unidades formadoras de colonia (UFC) que fuesen
mucoides, convexas y amarillas (Fig. 5). Obtenidas las UFCs de cada bacteria, se tomaron
en condiciones asepticas dentro de la CFV con el asa bacteriologica para inocularse en
matraces Erlenmeyer estériles con medio NYG al 20% de volumen del matraz.
Posteriormente se incubd el matraz por 18 h a condiciones de 28 °C y 250 rpm de agitacion
en una incubadora marca LabTech (Fig. 6). Después, se lavaron los cultivos con
centrifugacion usando tubos estériles de pléstico en la centrifuga Multifuge X3R marca
Thermo Scientific (Fig. 7) y se decantd el sobrenadante para resuspender el pellet en agua

destilada esteril, este proceso se repitié dos veces.

Figura 3. Campana de flujo laminar marca Veco para el trabajo microbiologico de este proyecto.
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Figura 4. Incubadora marca Prendo utilizada para incubacién a 28 °C los microorganimos que se
requieran para el desarrollo de este proyecto.

Figura 5. Cultivo de Xe presentando colonias (UFCs) de color amarillo, convexas y mucoides que
fueron empleadas en el desarrollo del proyecto de investigacion.
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Figura 6. Incubadora agitadora marca LabTech para el cultivo bacteriano de forma liquida y que se
empled para el desarrollo del proyecto.

Figura 7. Centrifuga Multifuge X3R marca Thermo Scientific utilizada para lavado de cultivos de Xe y
fagos producidos en biorreactor.

Produccion de los bacteriofagos en biorreactores

En un biorreactor STR marca Applikon (Fig. 8) de 20 L de capacidad en la Planta Piloto de
Bioprocesos de la Unidad de Biotecnologia Industrial del CIATEJ (PPBC), se disolvieron 14
L de agua destilada, 42 g de harina de soya, 63 g de levadura desamarga, 210 mL de glicerol
al 99 % Sigma-Aldrich y 14 mL de antiespumante Innovak para utilizarse como medio de
cultivo para la produccién de fagos. Las condiciones de esterilizacion fueron de 30 minutos
a 118 °C y 21 atmosferas. Cuando se termind de enfriar el sistema del biorreactor a 28 °C, se

abrieron las conexiones de salida de aire, entrada de agua fria y vapor y posteriormente se
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agregaron los pre-inoculos de la cepa BV865 (36.55 mL a 3.5x10° UFC mL™) y el fago a
cultivar (1.4 mL a 3.5x10® UFP/mL), cada bacteri6fago se produjo por separado y ambos con
la misma carga de inoculacion. Al estabilizarse las condiciones a 28 °C y 1 vvm, se
monitorearon los parametros del cultivo mediante el sistema de datos del reactor hasta que la
produccion cumpliese las 18 h y después se cosechd el producto denominado “crudo” en un
bidon de plastio estéril de 20 L (Fig. 9). A partir de este punto, el crudo se conservo a 4 °C
en la Camara de Refrigeracion #2 de la Planta Piloto de Alimentos de la Unidad de

Tecnologia Alimentaria del CIATEJ (PPAC) siempre que fuese necesario almacenarse.

Figura 8. Biorreactor marca Applikon de 20 L utilizado para la produccién bacteriana y de
bacteriéfagos para el desarrollo de este proyecto.

Filkrads Xa FIB
2B-Maro - 023

Figura 9. Ejemplo de bidén de 20 L utilizado para almacenar producto cosechado de biorreactor y
posteriores operaciones antes preparar formulaciones que forma el ingrediente activo de Fagolytic.
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Preparacion de las formulaciones de bacteriéfagos (Fagolytic) para su evaluacion de
efectividad biologica en condiciones de invernadero.

El crudo se vertid en tubos de plastico estériles con 300 mL de capacidad para centrifugarse
en condiciones de 11000 g y 4 °C por 15 min por medio de la centrifuga Multifuge X3R
marca Thermo Scientific (Fig. 7). El sobrenadante se pasé a otro bidén de pléstico estéril de
20 L y el pellet o pastilla remanente se elimind siguiendo la normativa de desechos de origen
bioldgico del CIATEJ. Posteriormente el sobrenadante se sometio a un filtro tangencial
marca Millipore (Fig. 10) con membrana de 0.20 um didmetro de porosidad y el producto
filtrado fue recogido en otro bidon de plastico estéril de 20 L. La preparacion de los
componentes de la formulacién (ademas de los fagos) se realizé por separado a la respectiva
concentracion y posteriormente se adicionaron uno a uno en matraz con periodos de agitacion
constante tras ser afiadido cada compuesto. El agente protector (6xido de zinc) se ajusto a pH
de 6.2 + 0.5y el fago se afiadio antes del quitosano a una concentracion de 108 UFP mLty
las condiciones de esterilidad se mantuvieron durante todo el proceso. Los componentes y

las concentraciones utilizadas para las formualciones se muestran en el Cuadro 3.

Figura 10. Filtro tangencial marca Millipore utilizado para purificar el sobrenadante recolectado de
bacteriofagos producidos en biorreactor y elaborar el producto Fagolytic.

Cuadro 3. Composicion de la formulacion F4 donde se incluye a fagos y otros componentes que que
componen al producto Fagolytic.

COMPONENTE DEL PRODUCTO CONCENTRACION FINAL (%)
FAGOLYTIC
Solucion de bacteriéfagos (®XaF13 6 0.000034
®XaF18)
Oxido de zinc 0.6
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D-Manitol 2

Quitosano 0.04

Lecitina 3

Agua Lo que se requieraparal L

Al final también se tendria la composicion de Fagolytic siguiente:

Ingrediente activo Porcentaje de i.a. Equivalente en g/Kg
Bacteriofagos activos contra 0.000034 0.00034
Xathomonas euvesicatoria*

Otros ingredientes 99.999966 999.99966

*Contiene como minimo 3.03 x 102 unidades formadoras de placas (UFP) por litro de
producto

Titulacién de bacteriofagos

Se cultivo la cepa bacteriana BV865 previamente a 28 °C durante 18 h a 250 rpm, las
muestras de bacteriofagos se recuperaron del producto cosechado, centrifugado y filtrado
previo a la preparacion de la formulacion. Para cuantificar la concentracion de los
bacteridfagos se realizaron diluciones seriadas, de cada dilucion se colocaron 5 uL en medio
NYG con una segunda capa de agar NYG suave (0.6% agar) que se inocul6 previamente con
400 uL de cultivo fresco de BV865. Las placas se incubaron a 28 °C durante 24 horas y
posteriormente se cuantificaron (Fig. 11y Fig. 12) y se determiné la concentracién del virus
en Unidades Formadoras de Placa de lisis por unidad de volumen mediante la ecuacion (UFP
/ mL):

# de placas x dilucion

o UFP
= Concentracion viral (—).
Volumen de gota en mL mL
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Figura 12. Titulacién en doble placa del bacteriéfago ®XaF18 en condiciones in vitro..

Cuadro 4. Resultados obtenidos de concentracion de bacteritéfagos producidos en biorreactores de 20
L.

Lote (fecha de BACTERIOFAGO CONCENTRACION
produccion) (UFP/mL)

1 (23 de febrero) ®XaF18 4x10°

2 (2 de marzo) ®XaF13 1x108

3 (13 de marzo) ®XaF18 1.8x108

4 (28 de marzo) ®XaF13 5x10°

5 (19 de abril) ®XaF18 Sin crecimiento detectado
6 (21 de abril) ®XaF13 Sin crecimiento detectado

Preparacién de plantas de chile en condiciones de invernadero

Se esterilizaron costales con sustrato formado por una mezcla de 40 % suelo, 55 % arenay 5
% de agroperlita marca Inimex proporcionados por el CIATEJ en un autoclave marca
Vayremex (Fig. 11) a condiciones de 125 °C y 21 atmdsferas por 6 horas. Se utiliz6 una parte
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del sustrato estéril para establecer una charola de germinacion (Fig. 12) humedecida con agua
de la red de CIATEJ y una charola de plastico donde se sembraron semillas de “chile ancho
San Luis” marca Crown Speed. Con el resto de sustrato y bolsas de pléstico de 13.5 cm x
22.5 cm, se fabricaron macetas (Fig. 13) de 2 kg de sustrato donde se trasplantaron las plantas
cultivadas en la germinadora que presentaran la cantidad minima de 2 hojas verdaderas, se
realiz6 una fertilizacién con triple 16 (nitrégeno, potasio y fosforo) y el riego de agua se
proporcioné cada dos dias. Las plantas se mantuvieron en un cubiculo del Invernadero 3 de

Fitopatologia del CIATEJ hecho de polietileno.

Figura 13. Autoclave marca Vayremex utilizado para esterilizar sustrato para cultivo de plantas de
chile en condiciones de invernadero.

Figura 14. Charola de pléastico utilizada para germinacion de plantas de chile usadas en el experimento
para la prueba de efecividad biolégica en condiciones de invernadero.

24



Figura 15. Maceta con planta de chile utilizadas en el experimento de fectividad bioldgica con el
producto Fagolytic.

Continuacion de experimentacion

Con el tiempo que se dedico a la generacion de concentraciones adecuadas de bacteriéfagos
en los lotes producidos en el biorreactor de planta piloto de 20 L y la obtencién de todos los
componentes necesarios para la formulacion, el periodo de evaluacion del presente PAP no
fue suficiente para terminar de cumplir los objetivos del proyecto. Sin embargo, se dara
seguimiento a la experimentacién y ejecucion de las pruebas de efectividad bioldgica, para
la valoracion de los productos de caracteristicas pre-comerciales compuestos de
bacteriofagos y nanoparticulas de zinc para el control de la mancha bacteriana en chile

provocada por X. euvesicatoria, que se desarrollaron en las instalaciones del CIATEJ.

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

Los resultados obtenidos de las titulaciones de los lotes 2 y 3 de bacteri6fagos producidos en
los biorreactores de 20 L (Cuadro 4) mostraron concentraciones aptas para la prueba de
efectividad biologica en cultivos de chile a condiciones de invernadero que se contempla
ejecutarse al terminarse la formulacién de los productos Fagolytic. Las dimensiones de
concentracion de los fagos son cercanas a las obtenidas por Payan [5] en su cultivo a nivel

matraz; las plantas cultivadas en los invernaderos crecieron de forma adecuada y se
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encuentran aptas para los experimentos que daran continuidad y validez al desarrollo del

producto.

El mantenimiento de condiciones de esterilidad en la produccion de los bacteriofagos es
esencial para su cultivo adecuado a cualquier nivel, aunque estos no sean susceptibles a otros
microorganismos que puedan presentarse en el medio gracias a su especificidad, es la misma
X. euvesicatoria que toma el papel de hospedador para la replicacién de los bacteriéfagos la
que no crecerd adecuadamente si el medio en que estd presente se encuentra contaminado.
Ademas, las mismas contaminaciones pueden perturbar los resultados de titulacion de los

bacteriofagos, lo que impide la evaluacion eficiente de su produccion.

La prueba de efectividad biolégica en condiciones de invernadero confirmara la eficiencia
de la metodologia desarrollada en el presente PAP para el escalamiento del producto pre-
comercial del producto Fagolytic, lo que contribuira en el control del fitopatégeno de mancha
bacteriana provocada por X. euvesicatoria presente en el territorio mexicano dedicado a la

produccion agricola de chile.

CONCLUSIONES
Se logro evaluar el crecimiento de los bacteridfagos liticos ®XaF13 y ®XaF18 en biorreactor
de planta piloto con capacidad de 20 L utilizando la cepa bacteriana BV865 como agente
hospedante, obteniendo resultados de concentracion de los fagos de dimensiones cercanas a
las de Payan [5]. Debido al tiempo requerido para terminar la experimentacion en planta
piloto, no se ha ejecutado todavia la prueba de efectividad bioldgica del producto del
biorecactor de 20 L en las plantas de chile en condiciones de invernadero. Sin embargo, fue
posible preparar las plantas de chile con sustrato estéril en condiciones de invernadero y
crecimiento suficiente para realizar las pruebas de efectividad del producto Fagolytic del
control del fitopatdgeno de mancha bacteriana provocada por X. euvesicatoria. Con los
resultados mencionados, siendo los dos lotes de los bacteriofagos ®XaF13 y ®XaF18 a
concentraciones adecuadas para la formulacion del producto Fagolytic y la preparacion de
las plantas a condiciones de invernadero para su prueba de efectividad bioldgica, se consiguio
dar continuidad a la generacién del producto de caracteristicas pre-comerciales de
formulacién compuesta a base de nanoparticulas de zinc y bacteriéfagos.
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2. Productos

Se utilizaron los parametros previamente desarrollados por Payan [5] para generar
producciones a nivel planta piloto en biorreactor de 20 L de la formulacion del producto pre-
comercial compuesto a base de los bacteriofagos ®XaF13 y ®XaF18. Ademas, se

establecieron las plantas de chile en condicion de invernadero preparadas para la

28



experimentacion correspondiente a las pruebas de efectividad biologica de la formulacion de

bacteriofagos.

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de

Investigacion Externos Il

Nombre del proyecto

Escalamiento de bacteriofagos formulados

para control bioldgico de la mancha
bacteriana (Xanthomonas euvesicatoria) en
el cultivo de chile realizado en condiciones

de invernadero del CIATEJ

Descripcion (qué es, para quién se realiz0 y

para qué es):

Producto:
Cosechas centrifugadas y filtradas de
bacteriofagos  ®XaF13 y  ©®XaFl18
producidas en biorreactor de 20 L a
concentraciones de 1x108 y 1x108 UFP/mL
Las  cosechas

respectivamente. son

adecuadas para iniciar formulaciones
fotoprotectoras a base de zinc (Fagolytic) y
dar continuidad al proyecto liderado por el
Dr. Gabriel Rincon Enriquez en CIATEJ
para evaluar su efectividad biologica en
cultivos de chile en condiciones de

invernadero.

Autores:

Alan Hinojosa Roman

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de

Investigacion Externos Il

Nombre del proyecto

Escalamiento de bacteriofagos formulados

para control biolégico de la mancha

bacteriana (Xanthomonas euvesicatoria) en
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el cultivo de chile en condiciones de
invernadero realizado en el CIATEJ]

Descripcion (que es, para quién se realizé y | Producto:

para qué es): 150 plantas de chile (Capsicum annuum)
sembradas en macetas y en condiciones de
invernadero. Serviran para efectuar las
pruebas de efectividad biologica de las
formulaciones compuestas a base de
bacteriéfagos y nanoparticulas de zinc y dar
continuidad al desarrollo del producto de
caracteristicas pre-comerciales (Fagolytic)

en las instalaciones de CIATEJ.

Autores: Alan Hinojosa Roméan

3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propoésito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades

El uso de alternativas sustentables para controlar las plagas en cultivos horticolas de México
plantea cuestiones que se deben considerar cuidadosamente. Por un lado, el uso de pesticidas
y otros productos quimicos téxicos ha tenido efectos negativos en el medio ambiente y la
salud humana. Por otro lado, el control de plagas es necesario para proteger los cultivos y asi

garantizar una produccién de alimentos adecuada.

Se puede decir que en este contexto, la basqueda de alternativas sustentables para el control
de plagas es un esfuerzo ético y responsable. La técnica de control propuesta por este PAP,
puede ser efectiva sin causar efectos antagonicos en el medio ambiente o la salud humana, lo

que puede tener un impacto positivo en la comunidad.
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Sin embargo, es importante tener en cuenta que la implementacion de estas alternativas puede
requerir de inversiones significativas en términos de tiempo, recursos y capacitacion.
Ademas, es posible que los agricultores no estén dispuestos a optar por la implementacion de

técnicas alternativas si éstas implican esfuerzos o costos mas elevados.

En conclusion, el empleo de alternativas sustentables para controlar plagas en cultivos
horticolas en México es un esfuerzo que puede denominarse como ético y responsable y que
puede tener un impacto positivo en la salud del medio ambiente, del ser humano y de la
economia de la comunidad. Sin embargo, es necesario gestionar cuidadosamente los costos
y beneficios de estas alternativas para garantizar que se brinden los recursos adecuados a los

agricultores para implementarlas de forma efectiva.

3.2 Aprendizajes logrados

El haberme involucrado en este proyecto, me dio la oportunidad de empaparme de distinas
disciplinas que forman parte de la biotecnologia. Siendo estas la microbiologia con un
acercamiento importante a virologia, la ingenieria de biorreactores y la biotecnologia vegetal.
El hecho de estudiar ingenieria en biotecnologia implica adentrarse en areas del conocimiento
que pueden considerarse diversas y que este proyecto me permitié reunir los conceptos
tedricos y herramientas de investigacion para ayudar a desarrollar una solucién es algo que
considero muy valioso, destacando el tiempo que puede pasar aprendiendo de investigadores

expertos de sus lineas de trabajo.

Durante mi experiencia de trabajo en las instalaciones de CIATEJ, estuve compartiendo
espacio, herramientas y aprendizaje con otros estudiantes que realizaban actividades de
investigacion. Fue aqui donde desarrollé mis capacidades de trabajo en equipo, paciencia y
compromiso, ya que fueron varias situaciones donde mis comparieros me apoyaron a seguir
aprendiendo y yo los ayudé de la misma forma, agregando que, aungue este proyecto fuese
emocionante para mi, tuve que ser perseverante para no detener el avance de los resultados
ya que participar en investigacion muchas veces implica sacrificar tiempo libre y

naturalmente dedicar esfuerzo al estudio que permita comprender lo que se hace y debe hacer.
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Estoy muy agradecido de haber tenido la oportunidad de participar en este proyecto y

considero que, junto con los aprendizajes académicos pude desarrollar competencias que la

educacién de una universidad jesuita puede ofrecer por lo que ahora puedo sentirme mas
identificado con el ITESO.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).

Categoriza las
competencias
en
conocimientos,
habilidades y
actitudes.

Escribe la o
las evidencias
de cada
competenciay
su relevancia.

Competencia

Evidencia

Relevancia/Fortaleza*

Conocimientos

Principios de modelaje de

escalado de biorreactores

Estudié el
contenido e hice
las entregas
relacionadas en la
clase de Ingenieria

de Biorreactores

Puedo generar escalamientos
de procesos predisefiados de

procesos en biorreactores

Planeacién experimental | Realicé un | Puedo planear experimentos
de pruebas para | proyecto de | para evaluar cinéticas
obtenciébn de modelos | cinética de | quimicas y bioldgicas
cinéticos. crecimiento de

guisantes con

diferentes

tratamientos.
Principios de | Realicé trabajos de | Puedo analizar procesos y
funcionamiento de | estudio de | fenbmenos de células o
oérganos y tejidos | procesos, tejidos y | metabolitos de origen vegetal.
vegetales. 6érganos de

plantas.
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desarrollo y control

enfermedades causadas por

Habilidades

de la mancha | patbgenos en cultivos de
bacteriana en chile | hortalizas, entendiendo su
provocada por | naturaleza y utilizando
Xanthomonas herramientas para encontrar
euvesicatoria. métodos de control
sustentables.
Recabado de informacion | He realizado | Puedo buscar informacion
cientifica confiable para | entregas y | cientifica  necesaria  para
desarrollo de | protocolos que | continuacién y desarrollo de
trabajos/proyectos requirieron trabajos/proyectos.
revisiones literarias
veraces y
confiables.
Uso de herramientas TIC | Desde el inicio de | Puedo aprovechar las

para acceso a informacion

y desarrollo de trabajos y

mi licenciatura el

empleo correcto de

herramientas para generar

trabajos/proyectos de calidad.

proyectos. estas herramientas

ha sido esencial

para generar

trabajos de

calidad.
Técnicas de laboratorio | Durante el PAP | Puedo emplear equipo de
de microbiologia. utilicé la técnica y | laboratorio para  manejar

herramientas para

trabajar con el
equipo de
laboratorio y

emplear el material

material de origen biolégico en
trabajos de investigacion y

produccion.

bioldgico para

desarrollar el

proyecto.
Empleo de equipo de | Durante el PAP | Puedo utilizar equipo a nivel
bioprocesos de planta | utilicé equipo a | de planta piloto para control de
piloto. nivel de planta | bioprocesos, monitorear las

piloto de 20 Lpara

controlar

condiciones de operacion y
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Actitudes

Disposicién a discutir y | Trabajé con | Puedo trabajar en conjunto
escuchar para tomar las | equipos que | buscando el mejor desempefio
mejores decisiones en | requirieron toma | colectivo en un
equipo. de decisiones | trabajo/proyecto.

colectivas.
Capacidad de trabajar y | Al requerirlo he | Puedo desarrollar mis

aprender de forma

independiente y en

equipo.

buscado aprender
tanto por mi cuenta
y he apoyado a mis
equipos para
desempefiar

trabajos o terminar

proyectos.

competencias que impliquen el
trabajo o desarrollo de un
proyecto, tanto de forma
individual, en equipo o bajo

supervision.

Blsqueda constante para
mejorar desempefio

personal.

Pregunté por
aspectos a mejorar
u oportunidades de
aprendizaje a
superiores y
compafieros de

equipo.

Puedo seguir creciendo como

persona y como profesional.
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Puedo responder de forma asertiva a situaciones adversas, mantener una postura positiva y
procurar el bien comdn. También empleo conocimientos y herramientas de distintas
disciplinas para obtener soluciones con el mismo fin, manteniéndome abierto al aprendizaje
que el trabajo pueda brindarme. Pude trabajar de forma perseverante, comprometerme y
procurar la sana y agradable convivencia para mantener el ambiente sano en mi y mi
alrededor, gusto de procurar las perspectivas positivas y al mismo tiempo prepararme para
afrontar las negativas tratandose tanto de mi como de las personas de mi comunidad.
Entiendo que el trabajo presencial es importante, pero considero que el involucrarse de lleno
y utilizar todo a la mano para aprender, incluso en espacios fuera de trabajo, pueden tener

impactos significativos al desarrollo del trabajo o de un proyecto.
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