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RESUMEN

El Agave tequilana Weber var. azul es la Unica materia prima autorizada por la
Norma Oficial Mexicana y con determinacién de zona de Denominacién de Crigen
del Tequila {(DOT) v del cual se produce una de las bebidas mas imponantes “el
tequila”, considerado como un simbolo de México. Sin embargo, el cultivo del
agave tequilero esta siendo afectada por diferentes problemas fitosanitarios que
provocan grandes pérdidas econdmicas y ponen en peiigro el abasto futuro de la
materia prima para el tequila. La consecuencia principal de este dafio es la
*marchitez del agave fequilero”, cuyo agente causal se considera a Fusatium
oxysporum, el cual se debe a la presencia y aclividad del patégeno en el xilema de
fas plantas. Teniendo en cuenta estos antecedentes, la hipdtesis de esta
investigacion fue que debido a la gran diversidad de interacciones que se
encuentra en la rizésfera del agave tequilero, es posible encontrar hongos
filamentoscs con potencial como agentes de contro! biclégico y/o biofertilizantes
contra F. oxysporum. A partir de muestras de la rizésfera de plantas de A.
tequilana que presentaban condiciones Optimas se aislaron hongos filamentosos
en medio selectivos para los géneros Fusarium y Trichoderma, aquellas que
fueron sobresalientes, se les evalud su actividad comoe agentes potenciales como
control biclagico y biofertilizante. Los ensayos de patogenicidad, antagonismo y
actividad benéfica en las plantas de A. fequilana utiizadcs en este estudio,
permitieron observar que una cepa (FUHER424A1) presento ambos efectos, vy un

potencial como agente de control biolégice y biofertilizante.



1. INTRODUCCION

En Mexico, el genero Agave reviste de una gran importancia dado que muchas
especies tienen diferentes uses, como alimento, obtencion de fibras, cordeleria y
textiles, también como planias crnamentales, en medicina, el uso de sus extractos
como antimicrobiano y en biorremediacion de suelos. Asi mismo como materia
prima para producir bicetanol y principalmente en la preduccién de diferentes tipos
de bebidas alcohdlicas como el mezcal y una de las bebidas mas imporiantes a
nivel mundial “el tequila”, considerado como un simbolo de México en ef extranjero
y el cual se elabora dnicamente a partir de Agave fequilana Weber var. azul
(Loera-Quezada, 2000). Siendo la dnica materia prima autorizada por la Norma
Oficial Mexicana (NOM-006-SCFI-2005), que aparte debe de cultivarse en una
region determinada como zona de Denominacién de Origen del Tequila (DOT).
Con esta denominacidn se ha buscado y logrado garantizar la procedencia
geografica, autenticidad y caiidad del producto mexicanc mas importante en
su tipo, convirtiéndose en una amplia perspectiva para ei desarrolle a nivel
internacional (CRT, 2004). Desde enfonces, el crecimiento del cultive del agave
tequilero se ha incrementado, reportandose actualmente tan solo dentro del
estado de Jalisco mas de 120 mil ha cultivadas (Flores-Lopez et af., 2010), debide
a la ventaja de su caracteristica agronomica de reproduccién mediante “hijueics”
(CRT, 2004), incrementando considerablemente la demanda en los cultivos de A.
tequifana. Sin embargo, esta caracteristica es a su vez es una desventaja desde el
punto de vista fitosanitario al representar uno de los mayores riesgos que enfrenta
el cultivo del agave tequilero al disminuir drésticamente su variabilidad genética
aumentando el riesgo de una susceptibilidad a las enfermedades. La solucion
constituye un reto para asegurar el abasto futuro de la cadena preoductiva agave-
tequila (Rendon-Salcido et al., 2011}. Actualmente se considera que entre un 20 v
30% del inventaric del agave tequilero padece problemas fitosanitarios
provocando grandes pérdidas en los cultivos y por lo tanto econdmicas (Avifia-
Padilla et al., 2008). Una de las principales enfermedades que afectan a este

p



culttvo y gue presentan serios probiemas para su control es la “marchitez del
agave tequilera”, asociada principalmente con el hongo Fusarium oxysporum que
produce marchitamiento y pudricion de la raiz del agave. Para la proteccién de los
cultivos contra este patdgeno, se ha usadoc de manera intensiva y a veces
desmedida plaguicidas y agroquimicos con resultados poco efectivos, a la vez que
ocasionan efectos negativos sobre el ambiente y la salud humana.

Debido a esta problematica, una opcion que se ha estado explorando es el control
bicldgico de enfermedades. Esta busqueda de microorganismos con potencial
como control bioldgico para F. oxysporum, un honge ampliamente distribuido en el
suelo y patdgeno de diferentes especies vegetales, ha sido realizada en otros
cultivos con resultades muy alentadores. El contral bicldgico se ha definido como
el dominio per uno 0 mas organismos que de forma natural o a través de la
manipulacién del ambiente, hospedero, antagonista, o per la produccién masiva de
uno o mas antagenistas (McSpaden-Gardener y Fravel, 2002). Debido a la gran
diversidad de microorganismos que se pueden encontrar en la rizésfera de las
plantas, y la variedad de interacciones entre microorganismos y las piantas
{inocuas, patdgenas o benéficas), gque incluye a diferentes especies de Agave,
donde se observa que pueden llegar a generar una ventaja al ser inoculadas a las
plantas (Obledo et al.,, 2003), estas interacciones pueden tener lugar en el suelo o
incluso dentro de la propia planta. Por lo tanto, se han desarrollado agentes de
control biolegico contra F. oxysporum, siendo uno de los mas importantes y con
resultades sobresalientes, Trichoderma sp. (Bolwerk, 2005; Infante et al., 2009),
aunque también se ha incluido otras especies o cepas no patégenas de Fusarium.
A partir de este conocimiento, en este estudio se buscé generar nuevas
alternativas de control biclogico contra F. oxysporum, especificamente para
aquellbs asociados con la marchitez del agave. Por lc tanto, se realizé una
busqueda de micrcorganismos con petencial como agentes de control bioldgico
yfo biofertilizantes en la rizosfera de! agave, que no presenten los efectos
adversos de los agroquimicos hacia la salud humana y el ambiente, que repercuta
de manera positiva dentro de la industria agave-tequila y las ofras industrias

asociadas



2. MARCO TEORICO

2.1 AGAVE

2.1.1 Famillia Agavaceae

La familia de las Agavaceas incluye 20 géneros y mas de 200 especies, de las
cuales aproximadamente el 75% se encuentra en México, considerado como su
centro de origen (Vazguez-Garcia y Chézaro, 2007). S& reconocen dos
subfamilias Agavoideae y Yuccoideae, esta familia es endémica de América, que
se distribuye desde el sur de Canadé hasta Bolivia, incluyendo 1as islas del Caribe,
desde las Bahamas hasta Aruba y Trinidad y Tobago (Garcia-Mendoza, 2002).

Los agaves o "magueyes”, junto con el maiz y el frijol, fueron quizas de las
primeras plantas cultivadas en Mescamérica y gracias a la gran cantidad de
formas de uso se ganaron el apelativo de “arbol de la vida™ (Rodriguez-Garay ef
al., 2004). En México, el génerc Agave reviste una gran importancia dado que
muchas especies tienen diferentes usos, por ejemplo los indigenas los han
utilizado como alimento, apoye en la vivienda, medicina, en ceremonias, hilos,
agujas para coser, calzado, ropa, clavos, punzones, armas de guerra, papel, etc.
{Barragéri-Barragan, 2001). También se han usado como plantas ornamentaies y
principalmente en la produccion de diferentes tipos de bebidas alcohélicas como el
mezcal y el tequila (Vazquez-Garcia y Chazaro, 2007). Entre las propiedades no
explotadas del agave se encuentran fa actividad antimicrobiana de sus extractos y
su potencial uso en la fabricacién de papel (Barragan- Barragén, 2001}, ademas,
que en ia actualidad sus nuevos usos son en la produccion de inulina, una fibra
soluble extraida del agave ccn beneficios como probidtico vy suplemento
alimenticio, la denominada “miel de agave" que es un edulcorante de origen
natural utilizado como remedio energético. El uso mas reciente es como
biocombustible que se obtiene como un subproducte de la produccion de tequila y
de plantas abandcnadas, las cuales son convertidas en la materia prima para la
produccién de bioetancl, una estrategia para ayudar z mitigar los efectos
negativos del cambio climatico (Valenzuela, 2011), Por estos motivos, este género

es sin duda uno de los grupos de plantas mas reconocidos por los mexicanos y
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uno de los que identifican a México en todo el mundo (Rodriguez-Garay ef al.,
2004).

El género Agave se divide en dos subgéneros Liftasa y Agave, segin el tipo de
inflorescencia; que puede llegar a medir varios metros de altura y emerge del
centro de la roseta ya sea con forma de espiga o racime y a aguellas con
inflorescencia ramificada o paniculada (Rodriguez-Garay et al., 2004). La mayoria
de las plantas son monccarpicas, es decir que tienen un solo evento reproductivo
y después mueren, por lo gue la planta depende de la eficiencia de los
polinizadores para su éxito reproductivo, pero también pueden ser perennes. Su
reproduccion se puede dar por semillas, bulbillos 0 mas eficientemente mediante
rizomas, es decir trasplantando los hijuelos de la planta (Redriguez-Garay et al.,
2004). Son plantas herbaceas suculentas, en algunos casos arborescentes forman
una gran roseta de hojas gruesas y carnosas, generaimente terminadas en una
afilada espina en el apice y con espinas marginales o "dientes”; el tallo es robusto
y lefioso (Rodriguez-Garay et al., 2004; CRT, 2004), con algunas excepciones son
acaufescentes o de tallo muy corto y grueso.

Entre las especies de agave utilizadas para obtener diferentes bebidas son A.
atrovirens Karw, A. mapisaga Trel, A. americana L, A, salmiana Ofto ex Salm,
estas utilizadas para la produccién de pulgue y agua miel; para la produccion de
mezcal se utiliza principalmente A. angustifolia, A. salmiana, A. potatorum Zucc y
A. asperrima Jacobi; la bebida de bacanora se obtiene principalmente de A.
pacifica Trel y una de las bebidas mas importantes a nivel mundial e! tequiia el
cual se elabora Unicamente a partir de A. tequifana Weber var. azul (Loera-

Quezada, 2000).

21.2 Agave tequilana Weber Var. azul

El Agave tequilana Weber var. azul, también conocido come agave tequilero v
agave azul, debe su nombre en honor a la regidén donde comenzo a producirse y al
naturalista aleman Franz Weber, quien a finales del siglo XVIi| tras casi siete afios
de estudio selecciond entre los agaves agquel que por sus caracteristicas daba los

mejores resultados y lo tipificd como A. fequilana (Avifia-Padilla ef al., 2008). Este
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presenta hcjas lanceoladas de coler azul-verdeso o verde clare, delgadas y casi
planas, de aproximadamente 1.25 m de largo por 8 a 10 cm de ancho; [a espina
terminal es de color rojo obscuro de 2 cm. Los dientes son rojizos, triangulares, de
3 a 4 mm y separados a una distancia de 1 a 1.5 cm y el margen que lcs une es
ligeramente de color blanco. Lo caracleristico de esta especie es una
pigmentacion de color azul, lo cual lo hace diferenciarse de las demas especies
presentes en la region; ademas de que las pifias o cabezas llegan a pesar hasta
120 kg; su cabeza es esférica y madura entre los 6 a 9 afcs seguin las
condiciones climaticas (CRT, 2004; Figura. 2.1). Su reproduccion sexual, es a
través de semilla, que no es muy usual en el cultivo de A. tequilana, ya que al
alcanzar la madurez entre siete y nueve afics de edad se forma la inflorescencia lo
que disminuye el contenido de azucares fermentables en &l tallo teniendo que ser
eliminada (CRT, 2004), mieniras que la asexual, es mediante vastagos llamados
“hijuelos” (que emergen de rizomas de la planta madre, creciendo cerca de la base
de la roseta o mediante buibillos, pequefias plantulas que surgen de la
inflorescencia) siende esta la méas utilizada para la produccion de A. fequilana

(Redriguez-Garay ef al, 2004).
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Figura 2.1 Anatomia del agave tequilero. {Imagen tomada de la red)

Otras caracteristicas representativas de las plantas, son una mayor resistencia y
adaptacidn a las condiciones climaticas propias de |a region, asi como una mayor

produccidn en la cantidad de azlcares v el tiempo de cosecha es menor en
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comparacién con las demas especies, caracteristicas que en general lo hacen el
mas apto para producir tequila (Virgen-Calleros, 2004). Por lo tanto, el cultivo de
A. tequilana presenta dos caracteristicas importantes la primera es ser la materia
prima para la produccién de tequila, por lo que, su tallo o “pifia” tiene que ser de
buena calidad y tamafio sin pudriciones ni infestaciones por plagas y la segunda
es por su reproduccién mediante hijuelos sanos de plantas madres para los
nuevos cultivos.

2.1.3 Clasificacion taxonémica
Clasificacién taxonémica del Agave tequilana Weber var. azul (tomada de
Cronquist, 1981).

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida (Monocotileddneas)
Subclase: Liliidae

Orden: Liliales

Familia: Agavaceae

Género: Agave

Especie: Agave tequilana Weber (Figura. 2.2)

Ui, " B

Figura 2.2 Agave tequilana WEBER variedad azul.



2.2 EL TEQUILA

El tequita era conocido en la época prehispanica como un elixir divino por la
creencia de ser un regale de los dioses (CRT, 2004). El término “tequila” proviene
del nahuatl y tiene varios conceptos. Desde el punto de vista episternoldgico téquitf
que significa trabajo, oficio, empleo, encargo y #an que quiere decir lugar, por 1o
que refiere el sitio o lugar donde se efectua cierte tipo de labores (Mendoza-
Chagolla, 2004).

El tequila, como bebida destilada surge en el siglo XVi como resultade de
combinar una materia prima auténticamente americana ¢on un proceso de
produccidon eurcpeo, por esta razén, puede considerarse simbolo del encuentro de
las dos culturas (CNIT, 2008). E! tequila es una bebida alcohdlica regional
obtenida por destilacion y rectificacion de rmostos, originaimente preparados
directamente del material extraido de la mclienda de las cabezas maduras de
agave previa o posteriormente hidrolizadas o cocidas y sometidos a fermentacion
alcohédlica con levaduras. Esta bebida, de acuerdo a su tipo es incolora o
amarillenta cuande es madurada en recipientes de madera de roble o encino, o
cuando se aboque sin madurarlo. Para que esta bebida alcohdlica sea
considerada como “Tequita” tiene que incluir al menos 51% de azucares de agave
y hasta un 49% de azucares de otras fuentes y para la denominacion como
“Tequila 100% de agave” o “Tequila 100% puro de agave”, debe ser un producto
gque no es susceptible de ser enriguecide con otros azucares distinte de los
obtenidos del A. tequifana. Stendo la Unica materia prima autcrizada por la Norma
Oficial Mexica (NOM-006-SCFI-2005) y el envasado debe ser controlado por el
fabricante que debera estar ubicada dentro de la zona de Denominacion de Qrigen
del Tequila (DOT) (CRT, 2004), entre los cuales se encuentran los estados de
Jalisco, Nayarit, Guanajuate, Michoacan y Tamaulipas.

Segun la Camara Nacional de la Industria Tequilera (CNIT), el tequila cuenta con
una gran presencia en todo el mundo entre las bebidas alcohdlicas mas
consumidas es considerado como un simbolo de México en el extranjero con un
consume hacional de 105 millones de litros y en exportacion con 162.5 millenes de

L a del 2010. Se estima una produccion total a esta fecha de 257.5 mitllones de L,
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considerando selo a los municipios productores principales del estado de Jalisco
como son Amatitan, Arandas, Atotonilco, Guadalajara, Teguila, Tototlan y
Zapotlanejo (CNIT, 2010}. El Consejo Regulador del Tequila, A.C. (CRT) estima
que existen cerca de 253,033,239 plantas registradas a del 2010 (CRT, 2010) en
las regiones de México mencionadas y referentes a la DOT, y que tan solo dentro
del estado de Jalisco la superficie dedicada a la produccion de agave tequilero ha
tenido un avance sustancial en los Gltimos afos, reportandose al afio del 2007
mas de 120 mil ha cultivadas (Flores-Lopez et al., 2010).

Actualmente hasta febrero del afio 2011, existen 72 empresas productoras de
tequila cerlificadas por el CRT, que cuentan con 1151 marcas de tequila de
envasadc de origen certificadas y 202 marcas certificadas de envasado en el
extranjero, que producen millones de litros de tequila con una dptima calidad
(CNIT, 2010). La industria tequilera da empleo directo a mas de 38,000 personas y
es un gran generador de divisas para el Estado de Jalisco. Por lo que el tequila se
considera la segunda industria en importancia aportando mas del 4% de la
produccion manufacturera de la entidad. Sin embargo, la Unica materia prima
auterizada para la produccidn del tequila, estd siendo afectada por diferenies
problemas fitosanitarics que llegan a ceonvertirse en un mal de caracter endémico.
Se considera que entre un 20 y 30% del inventario del agave tequilero padeca
problemas de plagas, lc que implica que alrededor de 69 millones de las 253
millones de plantas sembradas en la zona geografica de [a DOT, enfrentan un
mayecr o menor grado de probiemas fitosanitarios, proveocande grandes pérdidas
econdmicas y poniende en peligro el abasto futuro de |a materia prima para el
tequila (CRT, 2010).

2.3 ENFERMEDADES DEL AGAVE

El cultivo de agave se ha visto afectado por una serie de problemas fitosanitarios,
que incluyen plagas y enfermedades por fitopatdgenos microbianos. Las plagas
principaimente por insectos pueden causar graves pérdidas, o bien sdio provocar
dafios fisiologicos dependiendo del estado fencldgico de la planta y la cantidad de

inoculo © individuos que estén presentes (CRT, 2005). Por ofra parte, las
g



enfermedades destacan por su facil diseminacién en conjunto con las practicas
tradicionales de cultivo, siendo aquellas las relacionadas con bacterias y honges
como los principales patogenos al agave (Virgen-Calleros, 2004). Las
enfermedades causadas por hongos se manifiestan como pudriciones semisecas,
inodoras que se encuentrar: generalmente en fas pencas, pifia y raiz teniendo la
facultad de entrar a la planta por sus propios medios, mientras que las bacterias
aprovechan las heridas de la planta para ingresar y se presentan como
pudriciones himedas con olor desagradable que generalmente aparecen en el
cogollo v pencas (CESAVEG, 2008). La principal enfermedad en Agave causada
por bacterias es |a llamada “pudricidén de cogollo” o "pudricion blanda” asociada
con Erwinia sp. (Pecfobacterium sp.) que ataca principalmente al cogollo
(CESAVEG, 2008). Los sintomas del dafio se inician en la base de la espina apical
del cogollo o de las espinas apicales y laterales de las hojas intermedias, la lesion
avanza hacia el centro de las hojas y del cogeollo provocande una pudricion
descendente (CRT, 2005).

Por otra parte, segun el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato
(CESAVEG, 2008) las principales enfermedades causadas por hongos son:

= ‘“Antracnosis” (Colletotrichum sp., Bolryodiplodia sp, Diplodia sp vy
Diplodinia sp), que se manifiestan en forma de manchas hundidas, circulos
conceéntricos regulares y produce necrosis en 1a hoja.

o “Tizén” o *mancha anular” (Alfemaria sp.), el sintoma inicial comienza por
clorosis luego el cogollo tiende a inclinarse y después aparecen
pudriciones blandas en la parte media de las pencas o en el cogollo,
finalmente avanza formando grandes areas de coloracion gris azulosa, que
se desarrollan en la superficie de las hojas formando anillos concéntricos.

. "‘Mancha foliar” (Boifryediplodia sp, Didymosphaeria sp y Phytophtora sp), el
dafio se inicia en la punta de las hojas jovenes e intermedias donde se
aprecia un arrugamiento y color violdceo oscurc con areas mohosas y
formacion de cristaies de exudado de color café-rojize en las hojas

afectadas, se pueden unir varias manchas gque se endurecen y en

10



ocasiones s& roturan provecando encarrujamiento y endurecimientc de las

hojas.

Sin embargo, las enfermedades causadas por hongos mas destructivas son:

e “Mancha gris” o “tizon foliar” {Cercospora sp., C. agavicola), produce
manchas ovaladas y secas de color gris en las hojas cercanas al cogolio,
luegc alcanza las hojas del cogollo y avanza hacia el centro del mismo
hasta alcanzar la pifia, manifiesta una clorosis generalizada y finalmente las
lesiones de las hojas avanzan hacia fa pifia.

« “Tristeza” v "muerte” del Agave (Thielaviopsis paradoxa), que produce un
enrollamiento de las hojas hacia adentro y detiene el crecimiento de las
raices esto debido a que el hongo produce gases especificamente etiteno vy
acetato de efilo, los cuales inhiben el desarrollo de las raices, siendo
confundida en muchas ccasiones con la marchitez del agave (Fucikovsky-
Zack, 2004).

Finalmente, una de las enfermedades que presentan mayores problemas para su
control es:

= |a “Marchitez del agave tequilero’, cuyc agente causal se considera a
Fusarium oxysporum (Avila-Miranda ef al, 2010), se presenta en cualquier
cultivo y se debe a la deshidratacion de los tejidos por la reduccior o
muerte del sistema radical o bien por la destruccion de los haces

vasculares.

2.3.2 Marchitez del agave

La marchitez del agave tequilero es un problema fitosanitario que se agrava
principalmente cuando existe una schbreproduccién, se puede preséntar en
cualquier cultivo y se manifiesta un marchitamiento mas o menos rapido, ei cual se
debe a la presencia y actividad del patogeno en el xilema de las plantas (Agrios,
2005) y es atribuido al género Fusanum sp. Los sintomas que presentan las

plantas infectadas son: perdida de fa turgencia, las plantas se debilitan y
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adquieren una tonalidad que va del verde claro al amarillo-verdoso, observandose
principalmente en la base de la pifia y presionando el cogollo. Posteriormente, las
hojas se marchitan, lo cuai puede presentarse como (a extension, enrroliamiento o
“encarrujamiento”, necrosando la base de la pida y produciendo la muerte de la
planta (Agrios, 2005; Flores-Lopez ef al, 2010), por la destruccién del sistema
radical, o bien, por la destruccién © taponamiento de ios haces vasculares (CRT,
2005), algo que puede observarse en las plantas de cualquier edad y etapa de
desarrollo (Flores-Lopez ef al., 2010). De acuerdo a Flores-Lopez y colaboradores
(20103, la marchitez del agave tequilero se asccia al hongo £ oxysporum
presentando sintomas que determinan su identificacion, siendo: (1} Enrollamiento
y deshidratacién de las hojas basales e intermedias de la pifia; (2) Cambio de
color a un verde pardoso; y (3) Pérdida det anctaje al suelo por la pudricién de la
raiz.

Se ha reporiado a los insectos rizéfagos, como uno de los facteres que por su
misma accién y a! a2limentarse del agave tequilero, pueden provocar sintomas de
marchitamiento © pueden provocar heridas que permitan el paso de los patégenos
(e.g. Fusanum sp). Otros factores que desencadenan los sintomas del
marchitamiento son la sequia, el exceso de humedad y |a aplicacion de herbicidas
{CRT, 2005). Existen tres geéneros de hongos que producen marchitamientos
vasculares como lo son: Cerafocystis, Fusarium y Vedicillium (Agrios, 2005). La
dispersion de estos fitopatégenos en el suelo depende de varios factores como la
temperatura, humedad, tamarnio de las particulas del suele y los microcanales
producidos por la actividad de artrépodos del suelo y animales (Flores-Lépez ef
al, 2010). La marchitez es una de las enfermedades que presentan mayores
problemas para ser controladas, principalmente por las caracteristicas del
patégeho y los sintomas gue se observan durante su ciclo de vida. Al ser una
enfermedad predominantemente radicular, cuando se observan los sintomas de
marchitez (“encarrujamiento”, cambio de color de la planta, etc.), el proceso de
infeccién vy la enfermedad ya se encuentra en un estadc muy avanzado, que hace
que la muerte de la planta sea eminente. Aunadc a estas caracteristicas, se

considera que la fisiologia de la planta provoca que Ja enfermedad y sus sintornas
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no sean evidentes, incluso se considera que una planta con sintomas fue
infectada en uno o dos afios anteriores a la presencia de marchitez, siendo que
esta enfermedad se observa en una gran cantidad de plantas en un predio
contribuyendo a una disminucién de la produccién de manera importante aun
cuando el dafio causado a la planta y la muerte no son inmediatos, las condiciones
ambientales pueden acelerar el dafio (Rodriguez-Garay et al., 2004; Flores-Lépez
et al., 2010; Fuscikovsky-Zak, 2000; Figura. 2.3).

Figura 2.3 Desarrollo de la marchitez del agave tequilero. Donde A: es planta
aparentemente sana; B: se observa inicios de marchitez en las hojas y C: la planta
presenta sintomas graves de marchitez y muerte del agave tequilero.

2.3.3 Caracteristicas del género Fusarium

El género Fusanium (Fusarios) comprende un gran nimero de especies fungicas,
muchas de ellas son conocidas como patégenos importantes de plantas o como
contaminantes de alimentos por su produccion de micotoxinas (Di Prieto et al.,
2003). Habita en el suelo o en restos de plantas en forma de esporas asexuales
de pared gruesa que pueden ser de tres tipos: microconidias, macroconidias y
clamidosporas (Mora-Castillo, 2001) o bien en forma de micelio (Agrics, 2005).
Afectan a diferentes especies vegetales y animales con excepcidn de los pastos y
arboles, la mayoria de los cultivos son ampliamente susceptibles a una forma
patoégena de F. oxysporum, por lo que es muy dificil de controlar. Su identificacion
se ha basado generalmente en caracteres morfolégicos, tales como la forma de
las micro y macroconidias, por la estructura de los microconidioforos y la
formacién, disposicién y tamario de las clamidosperas (Di Prieto ef al., 2003). Las
clamidosporas se encuentran dispersas en el micelio aéreo o en esporodoquios ©

masas limosas (pionotos); las macroconidias son curvadas, pluriseptadas, con una
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célula apical mas o menos puntiaguda y en muchas especies se presenta una
célula basal en forma de pie; las micreconidias son comunmente unicelulares,
elipsoidales, fusiformes, claviformes, piriformes o subglobosos, similares en ancho
a las macrcconidias, con una base redondeada o truncada, por lo general
formando cabezuelas mucosas, pero en algunas especies en cadenas basipetas.
Las colonias de los distintos fusarios crecen moderada a profusamente,
presentando diversos colores gue va de incoloro a amariilo palido que se vuelve
de color rosa o plrpura con la edad (Di Prieto et al., 2003), también puede ser de
color bfanco, rojo, naranjado, celeste, verde aceituna o pardo, especialmente en el
reverso de la colenia, el micelio es ralo o denso yfo algodonoso, como un fieltro o
con una zona central de funiculos, pero en algunos casocs es limosa (Carrilio,
2003). La repreduccién es asexual y predominante en F. oxysporum que se
considera como una “especie compleja’, es decir, que dentro del género existen
varias lineas clénales (Michielse y Rep. 2009).

Algunas cepas de F. oxysporum son patogenas para diferentes plantas,
mostrando un alto nivel de especificidad def hosgedere, por lo gque se han
clasificadoc mas de 120 formas especiales (formae speciales, f.sp) de F.
oxysporum (Fravel et al, 2002) que se origina del suelo y es un parasito
facultativo (Inoue et al., 2002), que produce en gran abundancia macroconidias,
microconidias ¥ clamidosporas scbre la materia organica y tejido muerto
colonizando &l suelo, las clamidosporas permiten que el patogeno se encuentre
inactivo en el suelo cuando se carece de un huésped adecuado y sobrevivir en
condiciones desfavorables y se activan cuando la raiz de las plantas crece cerca

de tas clamidosporas {Sutherland, 1990).

2.3.4 Clasificacién taxondmica

Clasificacion taxonomica de Fusarium oxysporum, segln Agrios {2005},
Reinc: Fungy

Divisién: Amastigomycota

Clase: Deuteromycetes

Subclase: Hyphomycetidae
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Orden: Monialiales

Familia: Tuberculariacea

Género: Fusarium

Especie:; Fusarium oxysporum (Figura. 2.4)

Figura 2.4. Esporas de las cepas patogénicas de Fusarium oxysporum (FPA y FPC),
tomadas al microscopio éptico. La barra representa a 25 pm.

2.3.5 Caracteristicas de las enfermedades causadas por Fusarium
oxysporum.

A nivel mundial los hongos fitopatégenos originan perdidas que ascienden a miles
de millones de ddlares al afio. El dafio que ocasionan no soic se refiere a las
pérdidas econdmicas, sino también a las pérdidas en la produccién biclégica como
las plantas de A. tequilana. La capacidad que tienen los hongos fitopatégenos de
adaptarse va a depender en gran medida del grado de relacidn que han
desarrollado con las plantas hospedantes es decir, si son parasitos obligados,
parasitos facultatives o saprofitos (Rodriguez-Guzman, 2001). Los hongos
patdgenos de las plantas utilizan diversas estrategias para infectar a sus plantas
hospederas (Incue ef al., 2002). Ei género Fusarium sp. es de amplia distribucién
y se atribuye a su capacidad para crecer en gran ndmero de sustratos y a su
eficaz mecanismo de dispersién como el viento y la lluvia, que juegan un

importante papel en su diseminacién (Monzén y Rodriguez, 2001). Por lo tanto,

15



aigunas formas especiales de Fusarium oxysporum producen pudriciones de
semillas, plantulas, raices, tallos inferiores, coronas, cornecs, bulbos, etc. (Agrios,
2005), siendo una de las especies mas comunes del género, que causa
marchitamiento vascular en diferentes y variadas especies vegetales (Di Prieto et
al., 2003), ademas que en el hombre puede llegar a causar queratitis, este debido
a que presenta una gran variedad morfolégica sufriendo frecuentemente de
mutaciones en los cultivos ¢ ciinica {(Monzén y Rodriguez, 2001). El proceso de
infeccién se ha estudiade mediante la proteina verde fluorescente y microscopia
electronica, segun Michielse y Rep (2009) se puede dividir en varios pasos: (1). El
reconocimiento del hongo por fas raices, (2). El apego a la superficie de la raiz y
su colonizacién y (3). La penetracion en la raiz en la cual se reproducen y
diseminan por toda la raiz induciendo la pudricién o marchitamiento, invadiendo
todo el sistema vascular.

Debido a las grandes pérdidas ccasionadas por F. oxysporum, las medidas
utilizadas para el control han sido el use de productos quimicos y practicas
culturales. Sin embarge, a la fecha no existen reportes de agroquimicos que
puedan controlar a la enfermedad de manera eficiente o efectiva, mientras que el
controt cultural se ve restringido por razones econdmicas y ecoldgicas. Uno de los
productos mas usados y dafiinos es &l bromuro de metilo, que lesiona gravemente
al ambiente y promueve el desarrollo de nuevas razas de patdgenos gue superan
la resistencia del hospedero {(Fravel ef al., 2002). Por este motivo, se han buscado
opciones para combatir a este patégenc sin los efectos adversos que acairean los
agroquimicos, como &l empleo de agentes de control biclégice una de esas
opciones en donde se intenta restablecer el perturbado equilibric ecoldgico para
asi eliminar o reducir los darios causados por los patégenos y agroguimicos (Badii

y Abreu, 2006).
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2.3.6 Control biclégico

Ei control bioiégice fue concebide como tal, a inicios del siglo XIX per aigunos
naturistas de diferentes paises, que describieron la importancia de los
microorganismos en la naturaleza y sus diferentes interacciones que establecen
entre ellos (Siddiqui-Zaki, 2006). El control biclégico de plagas y de enfermedades
ha sido utilizado en la agricultura de manera empirica desde sus inicios (Serrano-
Carreon y Galindo-Fentanes, 2007), tiene una historia de casi 120 afios donde en
1889 se logro el primer control biolégico de la escama algodonosa de los citricos
en California E.U.A, infroduciendo una catarina depredadora proveniente de
Australia (Rodriguez-del Bosque y Arredondo, 2007). El tarmino “centrot bioldgico”
o “biocentrol” se refiere al uso de uno o mas organismos vivos, de sus metabelitos
y/o sus subproducios que supriman y/o reduzcan el crecimiento y la proliferacion
de las actividades de los organismos patdgenos gue pueden ser también a través
de la manipulacién del ambiente, de un hospedero, de un antagonista o la
produccion masiva de une o mas antagonistas (McSpaden-Gardener y Fravel,
2002).

El uso de plaguicidas y agentes quimicos antimicrobianos adquirieron un pape!
preponderante en la proteccién de cultivos contra plagas y enfermedades, sin
embargo, su empleo intensivo y a veces desmedido, ha tenide efectos negativos
sobre el ambiente y la calidad de vida de las poblaciones humanas, su eficacia
puede ser de corta duracién ya que presentan un efecto de seleccion de las
poblaciones de plagas y patégenos resistentes. Los pesticidas, agroquimicos o
antiricrobianos quimicos, generalmente hacen disminuir répidamente la densidad
de la plaga o la severidad de la enfermedad, en contraste con los productos de
control bioidgico generalmente su accidn no es inmediata, ademas de esto, la
eficacia de los productos biclogicos en el campo depende sensiblemente de
factores ambientales dificiles de controlar como son la temperatura, humedad,
acidez del suelo, la exposicion a la luz ultravioleta, etc. {Serranc-Carreon y
Galindo-Fentanes, 2007) y de un manejo adecuado. Se ha reportade que los
productos formulados a base de microorganismos, presentan una menor

efectividad del control que los productos quimices, aungue en muchas ocasiones
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esto va relacionado con una deficiente transferencia tecnologica o la falta de las
condiciones adecuadas de uso. Las principales ventajas que presenta el uso de
microorganismo para el biocontrol es la especificidad en su actuacion, respeto al
ambiente y que los patogenos tienden a desarrollar menor resistencia a productos
microbianos que los productos quimicos (Fernandez y Juncesa, 2002). Los
microorganismos (hongos ¢ bacterias) empleadecs en el biocontrol de
fitopatdégenos son generalmente (o se recomienda) aislados a partir del suelo o de
la planta en la cual se pretende emplear. La complejidad de los modos de accion
de muchos agentes de control biologico representa una ventaja sobre los
productos gquimicos, pues el patdgeno tendra mayor dificultad para desarrcllar
resistencia hacia ellos (Serrano-Carreon y Galindo-Fentanes, 2067).

Los agentes de biocontrol implican el aprovechamientc de los micrcorganismos
para la supresidn de enfermedades, mejorar la sanidad de las plantas, asi como
las interacciones que se desarrollan entre los microorganismos y las plantas, o
entre ellcs mismos (Siddiqui-Zaki, 2006). La presencia natural de agentes de
biocontrol en la rizésfera son capaces de antagonizar con las plagas o patégenos,
estos organismos antagonistas presenian diferentes tipos de mecanismos siendo
el principal la competencia por espacic y nutrimentos, asi como el parasitismo, la
produccion de enzimas liticas, la produccién de antibidticos y la induccion de

resistencia (Serrano-Carreon y Galindo-Fentanes, 2007).

2.3.7 interaccicnes planta-microorganismos

A lo largo de su cicle de vida, en condiciones naturales las plantas interactian con
una amplia variedad de micrcorganismos que pueden mostrar varios tipos de
relaciones desde las altamente perjudiciales para el hospedante, hasta aquellas
que benefician tanto al hospedante como al microorganisme (Madriz—Orﬁeﬁana,
2002). La interaccion puede tener lugar en ei suelo, la rizésfera o incluso dentro de
la propia pianta (Alabouvetie et al, 2006). Los tipos de interaccién se conocen
como mutualismo, proto-cocperacion, comensalismo, neutralisme, competencia,
amensalismo, parasitismo y depredacion. Las interacciones con patégenos

pueden afectar significativamente |la sanidad de las piantas de diversas maneras,
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pero para fines practicos también son importantes las interacciones que se pueden
presentar entre los mismos microerganismes (Pal y McSpadden-Gardener, 2006).
Los mecanismos de accion de estas interacciones pueden ser |a antibiosis, que es
la inhibicidn del patdgeno per los compuestos antimicrobianos, que inhiben el
crecimiento o matan al patégeno. La competencia, ya sea de los sitios de
colonizacion yfo de los nulrimentos suministrados por semillas y raices. La
induccidn de resistencia de las plantas o por la degradacién de los factores de
patogenicidad del patégeno, tales como toxinas (Whipps, 2001).

Otros organismos pueden suprimir la actividad de los agentes patdgenos con
respecto a los mecanismos especificos del biocontrol como micoparasitismo e
hipovirulencia o la competencia entre hongos asociados a plantas, bacterias y
otros organismos, incluyendo insectos en asociacidn mutualista y/o como
enddfitos (Jeger, 2001). Las dos especies interactian directamente compitiendo
por el espacio y nutrimentos que inhiben el crecimiento de una o es posible que se
entremezclen sin discemir efectos sobre otras (Klepzig et al., 2001). Los
microorganismos son capaces de poner a disposicion de las plantas los
nutrimentos no asimilables directamente por €lla, ademas de aquellos retenidos en
la materia organica del suelo y en compuestos minerales. La actividad microbiana
y los acidos excretados por los microorganismos edéficos se hacen asimilables
para las raices como son el fosforo, azufre y potasio (Whipps, 2001). Un ejemplo
de interaccién entre planta y microorganismo benéfico son fas micorrizas, en
donde las raices de las plantas son colonizadas por el micelio de hongos
simbigticos, de forma que todo el micelic participa en la absorcién de nutrimentes
para la planta (Agrios, 2005). La planta obtiene del hongo principalmente
nutrimentos minerales como el fosfore asi como agua, mientras que el hongo
obtiene nutrimentos y metabolitos que es incapaz de sintetizar por si mismo
(Barea et al., 2008). Otro ¢jemplc de interacciéon benéfica son las bacterias gue
colonizan las raices de [as plantas promoviendo su crecimiento y/o reduciendo
enfermedades producidas por patdgenos {Sarabia-Ochea et al, 2010) a esta
relacion benéfica entre las bacterias y las plantas se le denomina "mutualismo”, el

cual se define como la condicion en la que dos seres vivos de diversas especies
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viven juntos habitualmente (Hernandez-Montiel y Escalona-Aguilar, 2003), algunas
de estas bacterias invaden los tejidos de las plantas vivas y causan infecciones
asintomaticas e inaparentes (Sarabia-Ochoa et al., 2010).

Debido a la gran diversidad de microorganismos que se pueden encontrar en la
rizosfera de las plantas, y la variedad de interacciones entre microorganismo y las
plantas (inocuas, patégenas o benéficas), actualmente se considera aprovechar
estas interacciones con fines biotecnolégicos como son el control biclégico y la
biofertilizaciéon, lo que representa una ventana de oportunidades para la
disminucién paulatina de la dependencia a los agroquimicos que afectan de
manera importante al ambiente y a la salud humana (Figura. 2.5).

Figura 2.5 Productos de control bioldgico disponibles en el mercado (imagenes tomadas
de la red).
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3. ANTECEDENTES

3.1 EL ESTUDIO DE LA MARCHITEZ DEL AGAVE TEQUILERO Y LA
BUSQUEDA DE SU AGENTE CAUSAL

La marchitez es un problema fitosanitario que enfrenta el agave tequilero, que ha
provocado que el costo de produccion aumente a niveles poco rentables para el
productor, ocasionando el abandono de los cultivos, una condicién que a su vez,
es propicia para la proliferacién de malezas y plagas relacionadas con el
incremento de la incidencia y severidad de la marchitez a niveles criticos. Esto ha
provocado un circulo vicioso de esta y otras enfermedades y plagas, que en la
actualidad se ha convertido en una seria amenaza para el abasto futuro de la
industria tequilera y otras industrias relacionadas con este cultive. Un hito
importante en esta enfermedad, ha sido el aislamiento de su agente causal, al
presentarse controversias al momento de definir y reportar al microorganismo
responsabie de la marchitez. Par o tanto, existen diferentes reportes de estudios
que buscan al o los microorganismos causantes de la marchitez, asi como
productos y microorganismos antagonistas para el control de la enfermedad,
siendo atribuido al género Fusarium sp. y F. oxysporum como [os principales
candidatos como agentes causales (Flores- Lépez ef al., 2010; Avila-Miranda et
al., 2010). Un ejemple o encontramos con el estudio de Castafieda-Vazquez
(2002) donde aislo e identificd organismos que producian sintomas de marchitez
en el agave tequilero. Para lo cual, obtuvo material vegetal con sintormas (raiz,
cogollo, hojas y pina) de las principales zonas productoras de agave con
incidencia de marchitez, obteniendo zislamientos en diferentes medics de cultivo
(agar de Saboraud, agar agua y agar de papa y dexirosa). L.ogrd la identificacién
aguellos hongos con potencial patogénico mediante claves morfélégicas
establecidas macroscopicamente. Sus resultados mostraron que los géneros
fingicos mas frecuentes fueron Fusarium con 46 aislamientos destacando las
especies F. moniliforme y F. oxysporum, Rizhopus sp. con 19 aislamientos;
Mycelia steriia y Afternaria con cinco y a Bolrytis y Diplosporum en solo dos

aislamientos. En el caso de las baclerias se encontrd a Erwinia aislada en seis
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ocasiones y Pseudomonas con cuatro aislamientos, siendo esta una de las mas
virulentas. Otro reporte fue presentado por Soltero-Quintana (2002) en donde
evalle el efecto patogénico de Fusarum oxysporumn, Erwinia sp y Pseudomonas
sp. en plantas de A. fequifana bajo condiciones in vitro. E! inoculo del hongo se
obtuve de un cancentrado de esporas de cultivos fingices aislados de plantas
enfermas en campo y para Erwinfa sp. y Pseudomonas sp., se utilizo un caldo de
cultivo. Las plantas de A. fequilana cultivadas in vilro se inocularon en hojas con
heridas provocadas y se rezlizaron observaciones cada segunde dia. En el caso
de F. oxysporum, los resultados mostraron que el 90% de las plantas desarrollaron
la infeccién y se encontrd que el hongo no penetro por las heridas en las hojas,
sino por la base de la planta. En el caso de Erwinia sp., el 90% de las plantas
desarrollaron la infeccién y cerca del 85% murieron por esa causa; por su parte,
en Pseudomonas el 100% de las plantas desarrollaron la infeccién y todas
murieron, aungue la infeccion inicié en la base de la planta y no en los sititos de
inoculacién. Por ofra parte, Aceves-Rodriguez y Byerly-Murpghy (2002}
describieron el aislamiento de F. oxysporum y Pseudomonas como los organismos
causantes de la marchitez del agave tequilerc. En este estudio los aislamientos
fueron inoculados a plantas de A. fequilana, con una suspensién de esporas
aplicada en estiércol de res, pollo o cerde, en el caso de F. oxysporum y mediante
puncién multiple en las hojas, en el caso de Pseudomonas, las plantas en los dos
casos fueron colocadas en una camara de humedad relativa del 100% por dos
meses. Sus resultades no fueron cencluyentes al no presentarse los sintomas
caracteristicos de marchitez, le que atribuye z la falta de luz y transpiracion de las
plantas. Por su parte Avila-Miranda y colaboraderes (2010), describieron la
evaluacion de diez campos comerciales de A fequilana que presentan alta
incidencia de marchitez del agave tequilero en los estados de Jalisco y Nayarit,
con el objetivo de evaluar la escala de gravedad en el campo del marchitamiento y
observar una correlacion positiva entre el grado de dafic vascular del xilema o
pudricion de fa rafz con el nivel de severidad de la marchitez en las plantas de
campo. Se realizaron veintiln aislamientos de F. oxysporum obtenidas del tallo de

las plantas, las cuales fueron analizadas para determinar su diversidad genética. A
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partir de esto, s€ seleccionaron cinco cepas de tres grupos genéticos para evaluar
su pategenicidad en plantulas bajo condiciones de invernadero. Los resultados
mostraron sintomas de marchitez en las plantas después de 200 dias de Ia
inoculacion con F. oxysporum, ademds de encontrarse evidencia de dafic y
presencia de micelio en los vasos del xilema, entre estos aislamientos se encontro
a varios cepas de Fusarium sofani, lo que indica que al menos dos especies de
Fusarium son responsables de la enfermedad de marchitamiento en el agave
tequilero. En cambio, ia pudricion de la raiz no se presentd en ninguna planta, A
partir de estos estudios, ha side posibie el fortalecimiento de |a hipétesis de que la
marchitez del agave tequilero se asocia al menos a dos especies de! género
Fusarium. Sin embargo, uno de los principales problemas que representa la
denominacion final del agente causal (o agentes causales) es la comprobacion de
los postulados de Koch, de manera particular per los tiempos necesarios para
cbservar los sintomas en plantas bajo condiciones de campo, lo que complica las
investigaciones que tienen en la actualidad tiempos cortos para la obtencién de los
resultados. Aln cuando se han reportado algunos ensayos in vitro de
patogenicidad, es necesario mejorarlos para obtener una mejor selectividad y
equivalencia con pruebas en invernadero y campo. Por io tanto, aun cuando existe
informacidn generada hasta el momento muy importante con respecto a la
marchitez, diversos grupos de investigacion trakbajan abordando diferentes temas
que generen nuevo conocimiento que permita el desarrcllo de tecnologia capaz de
controlar esta enfermedad, destacando los avances en la definicidn de los

principales microorganismos ascciades a la marchitez del agave tequilero.

3.2 LA BUSQUEDA DEL CONTROL DE LA MARCHITEZ DEL AGAVE
TEQUILERO '

DPebido a su devastador efecto en los cultives de esta enfermedad se han
realizado diferentes estudios enfocados a la blsqueda de alternativas al control de
la marchitez. Un ejemplo es el estudio de Flores-Lopez y Byerly-Murphy (2002),
donde evaluaron fa efectividad biolégica para el control de fa marchitez por

fungicidas y bactericidas comerciales. Sus experimentes consistieron en la
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aplicacién de estos productos cada dos meses durante ocho meses de manera
directa sobre plantas de A. fequilana. Los resultados mostraron que los
tratamientos Tecto 60, Sulfato de cobre pentahidratado y Phyton tuvieron un
efecto significativo para el control de la marchitez del agave tequilero y observaran
que el efecto de los pesticidas se muestran hasta que la disponibifidad de
humedad es nula. Por otro lado, Flores-Lépez (2002), buscd validar el uso del
sulfato de cobre pentahidratado para el control de la marchitez del agave tequilero,
el cual se utilizd a una concentracion de! 98% y a una dosis de 10 kg por cada 200
L de agua, la aplicacion duro una semana y la evaluacion se realiz6 de manera
cualitativa durante dos meses después de la ultima aplicacién. Sus resultados
maostraron que el sulfato de cobre pentahidratado fue adecuado para el control de
la marchitez bajo sus condiciones de evaluacién, incluso recomendando una
cantidad minima y la adicion de abundante agua.

Sin embargo, una constante en estos estudios ha sido la busqueda de un control
“curativo” alge que en la realidad es algo muy complicado, ademas de que en
estos estudios se utilizaron campos comerciales de agave, sin definir claramente
el agente causal para estas piantas. Esta misma directriz, la encontramos en la
mayor parte de las evaluaciones de efectividad bioldgica contra la marchitez,
enfocandose casi de manera universal en plantaciones comerciales y bajo
condiciones de campo, lo que implica el efecto de demasiadas variables sobre los
experimentos. Por lo tantc, tambien se hace importante explorar y desarrcliar
metodologias que permitan la evaluacidn bajo condiciones controladas de las
pruebas de efectividad biolégica. Aunado a esta problematica, se ha encontrade
que las enfermedades de raiz, asociadas al género Fusarium son de las dificiles
de controlar con el uso de agroguimicos convencionales, debido a su naturaleza vy
caracteristicas de la infeccién, en contraste con las enfermedades del tipo foliar o
“aéreo”. Por lo tanto, la blsgueda de nuevas alternativas de control, o el utilizar
aquellas que han sido efectivas en ofros cultivos de importancia comercial, se

censideran como un punto de partida para encontrar una herramienta de control

en este cultivo.
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3.3 EL CONTROL BIOLOGICO DEL GENERO Fusarium

Una estrategia para el control de enfermedades de raiz ascciadas al género
Fusarium, ha sido el usc de agentes de control biolégico, principalmente por
hongos del género Trichoderma. Por lo tanto, la blsqueda de agentes de control
biologice para enfermedades de raiz se ha convertido en una herramienta de gran
importancia. Existen trabajos encaminados al control de diferentes especies de
Fusarium sp. empleando el contro! bicldgico, por ejemplo una estrategia involucra
el utilizar cepas no patogénicas de F. oxysporum, aisladas de los denominados
suelos supresores (Fravel et afl., 2002). Un trabajo pionerc en esta estrategia fue
realizado por Larkin y Fravel {(1999) en donde evaluaron tres cepas no patégenas
de Fusarium spp., demostrando previamente [a incidencia para reducir la
enfermedad de la fusariosis vascular de! tomate, donde debido a la competencia
por nutrimentos se presento una reduccién en el crecimiento del patégeno lo que
fue equivalente a una reduccidon entre un 39 a 53% de la enfermedad. Otro
gjemple, lo encontramos en el trabajo realizado por Bolwerk (2005), en cual
observo que en los suelos supresivos las interacciones entre patogenocs y no
patdgenos de cepas de Fusarium tienen un efecto positivo en el control de la
enfermedad, advirtiendo un paitrén de penetracion en la epidermis y de
colonizacion de las raices de algunas cepas no patogenas de Fusarium spp. en
diferentes especies vegetales.

Se han reportado diferentes especies de hongos con potencial como agentes de
control bioldgico de Fusarium. Uno de estos reportes fue por Melgarejo vy
colaboradores (2005), en donde evaluarcn varios hongos antagonistas, entre ellcs
a Penicillium oxalicum, el cual demostré su eficacia y la resistencia frente a la
marchitez vascular del tamate causada por F. oxysporum §. sp lycopersici {Foly Fol.
Otra investigacion de Sunil y Satish (2005), en donde zislaron una cepa de suelos
dridos resistente al calor nativa de Aspergillus versicolor que resultd ser altamente
antagodnico contra Fusarium oxysporum . sp. cumini (Focu) patogeno del comino.
En esie reporte se comparara su efectividad con relacién a Trichoderma
harzianum y se demostrd que A. versicolor presenta una mayor efectividad a!

cbterer una reduccidn del 99.2 al 96.4% de propagulos de Focu en general, un
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aumento en las concentraciones de! inoculo, las densidades de pokblacion de Foou
en el suelo disminuyeron.

A partir de estos trabajos, se han gernerado algunos productos comerciales de
control biolégico, que han sido evaluados en otros estudios con otres cultivos. Uno
de estas investigaciones fue realizada por Mora Castillo (2001), quien evalud los
agentes de control bioldgico Rootshield®, Mycobac® (Trichoderma harzianum) y
Myceral® (endomicorrizas vesiculo-arbusculares o VAM), para el control det hongo
F. oxysporum el cual reduce e! sistema radicular mas del 80% en plantas de café
(Coffea arabica). Estos bicinsumos fueren aplicados a la siembra del café en sueic
infestado y no infestado por el patogeno, utilizando las dosis recomendadas por
los fabricantes. Después de 120 d de siembra, los resultados mostraron una
reduccion de la incidencia y severidad de la enfermedad y un efecto positivo para
la longitud y peso seco de la raiz. Partiendo de estos trabajos, y considerando que
la marchitez del agave tequilero ha sido asociada principalmente con el género
Fusarium y F. oxysporum, el uso del control biclogico en esta enfermedad, podria

significar una apcion de gran relevancia.

3.4 EL CONTROL BIOLOGICO UTILIZANDO Trichoderma sp.

Sin embargo, aun cuando se han encontrado diferentes géneros de hongos con
actividad antagonista contra Fusarium, unc de los géneros mas importantes
utilizados con resultados sobresalientes es Trichoderma sp. y Gliocladium sp. Por
este motivo, se han realizado diversos estudios enfocados al control biolégice por
Trichoderma spp. el cual ha incluido mecanismos que protegen a la planta de
agentes patogenos ya sea directamente como la antibigsis y micoparasitismo, ©
indirectamente como la competencia por espacio, la desactivacion de enzimas del
patégené y la induccion de resistencia vegetal (Bolwerk, 20035, Infante ef al.,
2008). Un ejemplo es Trichcderma harzianum en la que los mecanismes de accidn
se basan en el micoparasitismo siendo este el mejor en el control bioldgico de
disfintas enfermedades fungicas, parasitando un amplio espectro de especies de
hongos como Rhizoctonia, Sclerctium, Sclerofinia, Helminthosporium, Fusarum,

Ammillaria, Colletotrichum, Verticillium, Venturia, Endothia, Pythium, Phytophthora,
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Rhizopus, Diaporthe. También encontrames a la antibiosis como un mecanismo
que inhibe el desarrollo o causa la muerte del patégeno mediante la produccién de
enzimas liticas extracelulares como son las quitinasas y proteasas (Howell, 2003)
y/o por la preduccién de antibidticos como son: trichodermina, suzukacilina,
alameticina, dermadina, trichotecenos y trichorzianina (Infante et al, 2009),
también se ha podido encontrar a la competencia por el espacio de la rizosfera y
los nutrimentos, come otro mecanismo de accidn, lo que suprime o hace que no se
exprese la enfermedad (Galeano y Urbanejo., 2009). Per otro lado Trichoderma
virens es un efectivo agente de centrol biolégico para plantas con enfermedades
causadas por hongos (Jiménez-Pinto, 2005), los mecanismos de accién pueden
ser el micoparasitismeo; la produccién de antibidticos como la gliotoxina y la
competencia por los nutrimentos y nichos en la rizdsfera de la planta, en la cual se
ha demostrado el remplazo de algunos patdogenos en las raices por T. virens
{(Howell, 2003).

Entre los trabajos que fundamentan este conocimiento encentramos el realizado
por Sivan y colaboradores (1987), quienes demobstraron el control en la
enfermedad de la corona y pudricion de la raiz de tomate inducida por Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (For-l), utilizando una combinacion de T.
harzianum con bromuro de metilo y un tratamiento con 7. harzianum en solitario.
Los resultados mostraron una reduccion en la colonizacion definitiva de Fusarium
spp. en la superficie de la corona en un 76 ¢ 94% respectivamente de acuerdo al
tratamiento, ademas mostraron que 7. harzianum se encuentra principalmente en
la corona y la punta de [a raiz del tomate, promoviendo el crecimiento vegetal.
Este mecanismo fue descrito como de contro! bioldgico indirecto por Inbar y
colaboradores (1984), ademas de incluir la competencia por nutriementos y/o
niches. Su estudio reveld que tanto una combinacién de T. harzianum con dosis
sub-letales de bromuro de metilo o tan solo T, harzianum es eficaz en el control de
For-f en tomate.

Por otra parte, Michel-Aceves y colaboradores (2005), evaluaron el efecto
antagonico jn vifro de cepas nativas de Trichoderma spp., sobre F. subglutinans

(Fs) y F. oxysporum {F0), agentes causales de la “escoba de bruja” del mango
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{Mangifera indica L). Para esto, aislaron 10 cepas de hongos antagonistas,
posteriormente identificadas como T. harzianum, que presentaron porcentajes de
inhibicién contra ambos fitopatégenocs, de un 62.9% en Fo y 42.0% en Fs. Por ofro
lade, Ezziyyani y colaboradores (2004), reportaron la evaluacién de Trichoderma
harzianum (Th} scbre Phytophthora capsici (Phc), agente causal de la
podredumbre de pimiento {Capsicum annuum L.), encontrande que Th aumenta
los niveles de enzimas hidroliticas B-1,3- glucanasa (lisis enzimatica), ejerce una
mayer competencia por espacic y nutimentos, ademas de interaccionar
directarmente con el patégeno gque producen una reduccidn y destruccién de la
celonia del patdégenc optimizando la produccién de la biomasa del antagenista Th.
El tratamiento con Th fue capaz de reducir hasta en un 65% la “tristeza” causada
por Phe en plantas de pimiento.

A partir de estos estudios, se han obtenido resultados alentadores que fomentan la
bisqueda y aplicacién de agentes de control biolégico en nueveos cultivos,
destacande la variedad de productes de biocontrol gue existen en el mercado
como ejemplo; “Mycobac® (Trichoderma lignorum), “Trianum®”, “Lithan®" y
*Tricozam®" (T. harzianum), en los cuales la interaccién de Trichoderma sp. con la
planta ha mostrade resultados favorables al inhibir o reducir la infeccidén por
Fusarium sp. en diferentes especies de hortalizas, principaimente en el tomate

(Howell, 2003).

3.5 EL APROVECHAMIENTO DE LAS INTERACCIONES ENTRE PLANTAS Y
MICROORGANISMOS COMO FUENTE DE BIOFERTILIZANTES Y AGENTES
DE CONTROL BIOLOGICO.

ta principal fuente de los agentes de control biologico ha sido aquelios
microorgénismos asociados a los cultivos en los cuales se pretende realizar el
control de un patdgeno. Como previamente se ha descrito, fa diversidad de
interacciones bidticas que se presentan en la rizésfera de las plantas es enorme, y
abarca desde aquellas benéficas, inocuas y negativas para la planta. Sin embargo,
no solo se han aprovechado aquellas interacciones de manera aislada,

actualmente también se exploran aquellas gque invelucran dos o mas
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microorganismos, ya sean entre bacterfas y hongos en la rizésfera que se ha
observado en muchecs casos un efecto biocontrolador mayor, en comparacion con
los agentes de control bioldgico utilizados por separado {(Whipps, 2001). Entre
estos microorganismos importantes parz el conirol de enfermedades en los
cultivos, se encuentran las bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacilius,
hongos de los géneros Fusarium, Gliocladium y Trichoderma, siendo este Gitimo
de los mas utilizado para el control de un grupo importante de patdgencs del suelo
(infante ef al, 2009). En el caso de las bacterias, se encuentra Pseudomonas
fluorescens y las del género Bacillus, que son consideradas las mas eficaces para
controlar enfermedades foliares y de raices (Whipps, 2001). Estas interacciones
mdultiples son una situacidon normal en la rizesfera, las combinaciones de los
hongos y las bacterias han demostrade un mayor control biclagico. Un ejemplc es
el estudio de Mufioz-Ruiz y colaboradores (2001}, donde presentarcn métcdos de
solarizacién y encalado como pre-tratamientos de suelo para la introduccion de
agentes de control bioldgice contra Rhizocfonia solani, utilizando una suspension
de esporas de Bacillus sp., B. subtilis, B. subfilis (Kodizk HB), Trichoderma
harzianum IMI2086040 y T. harzianum IMI206040. Los resultados mostraron que
los mejores tratamientos fueron el encalado junto B. subtilis y el solarizado con
Bacillus sp., con 100% de proteccién, en contraste con el {estigo absoluto que tuvo
una incidencia de 31.25%. Otro estudio es el de Lozoya-Saldafa y cofaboradores
(2008), en el cual determinaron la actividad antagénica de algunas cepas
bacterianas y de Trichoderma, que habian sido aisladas en el Valle de Toluca,
contra la enfermedad del “tizén tardio” causade por Phytophthora infestans en el
jitomate (Solanum lycopersicum Milly y en la papa causada por Solanum
tuberosum L. Los resultades mostraron que las cepas de Pseudomonas {(Ps)
fueron las mas efectivas en ia supresién de los patégencs. En cam.po, P.
burkholderia (Ps-Bu) induje una mayor inhibicion de la enfermedad, mientras que
con la combinacion de Ps-Bu-Streptomyces, asi como Trichoderma, ejercieron un
efecto equivalente tantc en maceta como en campe. Por otra parte, también se
han evaiuado otros usos de las interacciones microbianas, como en ef caso de

bioremediacion de suelos contaminados, por ejemplo Maldonads-Chavez vy
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colaboradores (2008), que evaluaron el potencial de la combinacién de diferentes
organismos en la biorremediacion del suelo contaminado con petrdlecs puevo
{PN) vy con el intemperizado (P}). Para esto utilizaron un consorcio microbiano
constituido por bacterias Pseudomonas sp., Semralfia marcescens y los hengos
Aspergillus sp y Trichcderma sp., ademas del pasto Egiptc (Brachiaria mutica) y
de fa leguminosa guaje {Leucaena leucocephala) y adicionalmente un fertilizante
inorganico. Los resultados mestraren que el consorcic microbiano y et fertilizante
promovieron la degradacion del PN y el Pi, ademas que la leguminosa guaje
inoculada con el consorcio y fertilizante tiene un amplio potencial en la
fitorremediacién de suelo.

Estos ejemplos nos muestran que las asociaciones microbianas representan un
encrme potencial para la basqueda de insumos de uso agricola. Tomande como
referencia estos trabajos se considera que las diferentes especies de agave
pueden formar una interaccion con una gran variedad de microorganismos
presentes en la rizosfera, proporcionandole una ventaja con respecto a las que no
la tiernen, por lo que el continuo ceontacto con estos microorganismos bajo
condiciones naturales provoca una interaccién compitiendo por ganar acceso &
influencia sobre los recurses sin colonizar y a los nuirimentos, debido a esta
interaccion natural entre planta-hongo se pretende aprovechar y desarrollar
nuevas alternativas contra F. oxysporum y de biofertilizacion que no ocasicnen

dafios al ambiente ni a |z salud humana.

3.6 EL APROVECHAMIENTO DE LA INTERACCION PLANTA-HONGO
CONTRA LAS ENFERMEDADES DE RAIZ EN EL AGAVE TEQUILERO.

Hay una gran variedad de especies de honges y aislados gue se han examinado
coma agéntes de control biolégico, siendo las mas predominantes Trichoderma,
especies no patégenas de Pythium sp., (P. oligandrum), Fusarium y Rhizoctonia,
aislamientos de especies de Phialophora o los hongos micorrizicos, como
simbiontes mutualistas, tales como Glomus infraradices. Los cultives que han visto
el desarrolio de métodos efectivos de control de enfermedades de raiz asociadas

a hongos, utilizande hongos antagenistas van en aumento (Whipps, 2001;
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Bolwerk, 2005; Infante ef al, 2009). Partiende de esios resultados, y de la
problematica que representa la marchitez del agave en A. tequilana, se hace
necesario explorar el potencial de los microorganismos asociados a la rizésfera de|
agave como potenciales biofertilizantes y/o agentes de control biclégico contra la
principal enfermedad de raiz para este cultivo. Existen reportes sobre la bisqueda
y aprovechamiento de microorganismos para el cultivo del agave. Entre estos
estudios encaminados en la exploracién de hongos asociados al agave tequilero,
con potencial para ser usados como biocontroladores o biofertiizantes, se
encuentra la investigacion de Armenta y colaboradores (2003) schre micorrizas,
donde estudiaron a los hongos filamentosos y micorrizicos asociados con Agave
angustifolia Haw, reportando un porcentaje de colonizacién micorrizica en las
raices del 42 al 95 %, al encontrar hifas, arblsculos, ovillos y vesiculas en las
célufas corticales, indicando una asociacion funcional que favorecid Ia
disponibilidad de nutrimentos para A angustifolia, siendo las micorrizas las
principales vias de absorcidn y solubilizacién de fosforo.

Por otra parte, Obledo y colaboradores {2003), describieron una cepa no
patogénica de F. oxysporum (npFo) aisladas de las plantas de Agave victoria-
reginae Moore, que al ser reintroducida en plantas micropropadas de la misma
especie en condiciones de invernadere, induce un efecto benéfico que se traduce
en un aumento del 225% en la longitud de raices, 50% en el numerc de raices,
50% en el numero de estomas en la superficie adaxial de las hojas, ademés de un
incremento del 167% en acidez nocturna y un 122% en acido malico, aunado a
esto, la clorofila total y el contenido de azicares aumentd un 14 y 172%
respectivamente. A partir de estos resultados, se reportd que la asociacion de
npFo con A. victoria-reginae se considera como una simbiosis benéfica. De
manera paralela, Barragan-Barragan (2001), evalud el efecto de la inoculacien de
fa cepa npFo aislada de A. victoria-reginae, en cuatro especies del género Agave:
A. tequilana, A. parrasanna, A. vilmoriniana y A. victoria-reginae, las cuales fueron
propagadas in vitro y adaptadas a condiciones de invernadero. Estas plantas
fueron inoculadas con npFo y se evalud variables anatomicas y fisiologicas. Los

resultados mostraron que la asociacion que se establece entre la cepa de npFo y
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las cuatro especies de agave es benéfica o inocua en términcs generales, siendo
la especie A. parrasanna la que manifestd una mayar repuesta favorable.

Por ofra parte, en cuanto a trabajos encaminados al control biologico de la
marchitez del agave tequilero, Sanchez y colaboraderes (2007). reportaren el
antagonismo in vilro de Trchoderma longibrachiatum contra Thielaviopsis
paradoxa, un hongo aislado de la rizosfera de A, tequilana en plantacicnes
comerciales con sintemas de enfermedad, que fue confrontado contra setenta y
nueve cepas de Trichoderma. Los resultados mostraron gue nueve de estas cepas
produjeron metabdlitos volatiles inhibiendo compietamente el crecimiento de Th.
paradoxa, las cepas fueron identificadas como T. Jongibrachiatum, demostrando
que los modos de accidn de 7. longibrachiatum contra Th. paradoxa en
experimentos in vifro fueron por miceparasitisme y la produccion de metabolitos
volatiles. A partir de estos reportes, se puede corroborar que ia amplia gama de
interaccicnes microbianas presentes en la mayor parte de los cultivos, puede
encontrarse en A f{equilana, lo que hace importante el realizar trabajos
equivalentes como los realizados en otras especies vegetales, en donde se han
obtenido efectives agentes de control biclogico u crganismos con asociaciones
benéficas para el cultivo al cuat esta ascciado. Partiende de esta premisa, en este
trabajo se pretende evaluar el potencial como posibles biofertitizantes y agentes
de control biologico de diferentes aislamientos de hongos, asociados & la rizasfera
del agave tequilero, principaimente del género Trichoderma.
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4, JUSTIFICACION

El Agave tequilana Weber var. azul es un cultivo muy importante al ser ia materia
prima para la produccion del tequila, una industria gue genera importantes ingresos
econdmicos a nivel regional y nacional, asi como un gran nimero de empleos. Sin
embargo, debido a la forma de propagacion del agave tequilero, se genera una
desventaja en cuanto a su susceptibilidad a plagas y enfermedades. Haciéndose
evidente con las estadisticas disponibles, en donde se estima que alrededor 6%
millenes de las 220-230 millones de plantas de agave sembradas en la zona
geografica de la denominacién de crigen enfrentan en un mayor 0 menor grade
problemas fitosanitarios. Entre éstos, sobresale el marchitamiento y pudricion de
raiz del agave tequilero causada por el hongo fitopatégeno F. oxysporum,
ocasionando un dafio econdémico impactante en los cultivos. Actualmente, para el
control de este fitopatdgenc se hace uso de fungicidas quimicos (ejemploc bromure
de mefilo), que causan graves dafios al ambiente y a la salud humana, ademas de
generar nuevas razas de patdgenos resistentes. Las desventajas en el uso de los
agroquimices disponibles actualmente en el mercado, ha promovido gue se
exploren nuevas alternativas para combatir 2 F. oxysporum para g estas no se
presenten o que estén un una proporcidon mucho menor. En este sentido una
alternativa que se he estado explorando fanto en el agave como en otros cuitivos
de importancia comercial para el combate de F. oxysporum, son los agentes de
control bioldgico. Estos organismos presentan caracteristicas particulares que les
permiten competir, parasitar o eliminar organismos dafiines como son los hongos
fitopatégenos, utilizando diferentes mecanismos de accion que incluyen la
produccion de metabolitos antibicticos, competicién por espacio o nutrimentos o
hiperparasitismo. Cabe destacar que estos agentes de control biclogico, han sido
encontrades estableciendo una asociacién benéfica con las plantas, como es el
caso de las micorrizas, o en ef caso de inocua como algunas especies de
Trichoderma, © al menos interaccionan en la rizosfera de las plantas. Existen
diferentes investigaciones donde se muestra que a partir de la gran diversidad de

microorganismos asociados a la rizésfera de las plantas se han obtenido
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prometedores agentes antagonistas y benéficos gue permiten el desarrolic de
productos comerciales que sustituyen a los agroguimicos por alternativas
organicas.

Partiendo de estos estudios y se han retomado trabajos previos con el agave
tequilerc o especies relacionadas, se considera que a partir de la diversidad de
microorganismoes presentes en la rizdsfera del agave teguilero se pueden haliar
tanto organismos con potencial para agentes de control bioiégico como benéficos,
que presenten una asociacidn con el agave tequilero, ademas de poder
encontrarse bajo las condiciones ambientales en los cuales se desarroila este
cultive. Aunado a estas caracteristicas la busqueda en este trabajo estaria dirigida
al combate de un patdgeno cuyo control es muy complicado como es F.
oxysporum. Con base en este conocimiente se formuld la siguiente hipotesis y

objetivos:

5. HIPOTESIS

Debido a que en 1z rizosfera de Agave tequifana weber var. azul se presentan una
gran diversidad de interacciones entre los microorganismos presentes en ella, es
posible encontrar hongos filamentesos con actividad benéfica para la planta y/o
con potencial como agentes de control biolégico contra Fusariurn oxysporurm al

realizar un estudio exploratorio.
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6. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el potencial de los hongos filamentosos asociados &z la rizésfera de Agave

tequilana Weber var. azul como agentes de biocontrol contra F. oxysporum ylo

biofertilizantes.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

»

Caracterizar la patogenicidad de dos aisiamientos de Fusarium oxysporum
(FPA y FPC) asociados a plantas con sintomas de marchitez del agave

tequilero.

Evaluar la actividad antagénica in wiro contra F. oxysporum de los
aislamientos flngicos obtenidos de de medio selectivo para Fusanum y

Trichoderma asociados a la rizosfera de A. tequilana.

Determinar la patogenicidad in vitro y in planta de los aislamientos fungicos

con actividad antagénica in vitro sobresaliente.

Obtener la actividad antagoénica contra F. oxysporum de los aislamientos
fangicos obtenidos de medio selectivo para Fusarium y Trichoderna
asociados a la rizésfera de A. fequifana en planta bajo condiciones

controladas.

Estimar la actividad como biofertilizante de los aislamientos flngicos

asociados a la rizdsfera en planta baio condiciones controladas.
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Figura 7.1 Diagrama de flujo de la metodologia realizada.
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7. METODOLOGIA

A hongos asociados a la rizosfera de A. fequilana, previamente aislados de medio
selective para los géneros Fusarium y Trichoderma, se les evalud de manera
cualitativa su actividad antagdnica in vifro utilizando cepas patogénicas de F.
oxysporum, aquellas que fueron sobresalientes, se les evalué su actividad
antagénica in vifro de manera cuantitativa, para obtener su porcentaje de
inhibicién contra F. oxysporum. De manera paralela, se realizd una caracterizacién
de las cepas de Fusarium consideradas como patogénicas, se utilizaron ensayos
de patogenicidad in vitro e in planta. A partir de los aislamientos que fuercn
sobresalientes se seleccionaron cinco aislamientos para evaluarse su
pategenicidad in vifro e in planta y, asi como su potencial como agentes de controi
biclégico y biofertilizantes, evaluando su actividad antagénica contra cepas de F.
oxysporum previamente caracterizadas y su efecto benéfico a nivel anatémico y
fisiologico en plantulas de A. fequilana bajo condiciones de laboratorio
controladas. Finalmente, aquellos aislamientos que tuvieron una actividad

sobresaliente fueren identificados a nivel de género. (Figura. 7.1).

7.1 MATERIAL VEGETAL

E! material vegetal (Agave fequilana Weber var. azul) usado fue mantenido y
microprepagado en frascos de vidrie, con 256 mL de medic de cuitivo MS
(Murashige y Skoog; 1962), suplementado con vitaminas L2 y reguladores de
crecimiento 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 1 mg/l) y Benciladenina (BA, 10
mg/L), resembrandose cada 30 d. Parz el enraizamiente, se utilizaron las plantulas
mas grandes y vigorosas, que fueron transferidas a medio MS suplementado con
acido indelbutirice {IBA, 1 mg/L), en frasces de vidrio bajo condiciones de
fotoperiodo 16:8 h (luz-escuridad) a 27°C. Para la aclimatacion de las piantas a
condiciones de invernadero, se tomaron plantas enraizadas in vitro, a las cuales
se les elimind los restos del medio de cullivo con agua corriente y de manera
preventiva, se sumergiercn por 5 min en una mezcla de fungicida y bactericida

comercial {(Captan 1 g/L y Bactrol 1 g/l), después se trasplantaron a sustrato
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esteril (proporcion 7:3 peat-moss y vermiculita) distribuido en charoias de unicel de
90 cavidades, se cubrieron con una bolsa de plastico para mantener las
condiciones de humedad relativa alta, gradualmente se disminuyé las condiciones
de humedad realizandose un orificio en la cubierta cada tercer dia hasta el noveno

dia que se retird la cubierta totalmente.

7.2 AISLAMIENTC Y CULTIVO DE HONGOS
7.2.1 Aislamiento e identificacion

Los hengos evaluados en este estudio fueron previamente aislados a partir de
muestras de la rizosfera de piantas de A. fequilana de diferentes localidades de la
DOT (Qui et al, datos no publicados). Estas plantas fueron seleccionadas por
presentar una condicién fitosanitaria aparentemente dptima, que resaltaron por su
vigor y tamaric sobre las ofras plantas en parcelas comerciales aparentemente
sanas. El aislamiento se realizdé de suelo previamente tamizado, del cudi se tomé
1 g y se realizaron diluciones seriadas a diferentes concentraciories 1:1, 2:1, 3:1,
4:1 y 5:1. A partir de las dos ultimas diluciones se tomaren alicuctas de 1 mi y se
colocaren en cajas de Petri con medio de cultivo selectivo para el aislamiento de
honges del género Fusarium sp. y Trichoderma sp. {Nash-Snyder, Kemada vy
THSM respectivamente), estos cultivos s& mantuvieron en un incubadeor vertical
(Modelo, Bod incubator 818 Marca, Labcare América) por 72 h en tofal oscuridad y
posteriormente, fueron colocados a un fotoperiodo de luz/oscuridad (12:12 h)
durante 7 d, a una temperatura de 26+2°C. Transcurrido este tiempo se tomaron
los aisiamientcs de los medios selectivos y se pasaron a medio de papa dextresa
agar (PDA) para obtener un mejor crecimiento del hongo y su posterior evaluacién.
Para la identificacion de los hongos & nivel de género, se prepararon microcultivos,
como se describe a continuacién: sobre un porta-objetos esterilizado al fuego se
colocd en el centro un trozo delgado de medio PDA y se inoculé con micelio dei
hongo a identificar tomado de los cultives “padres”, posteriormente se le colocd un
cubre-objetos esterilizado al fuege. Los porta-objetos incculados fueron colocades
bajo condiciones de humedad relativa alta en camaras de humedad y dejados en

incubacion en las condiciones de cultivo previamente descritas por 14 d
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aproximadamente. Transcurride este tiempo, los microcultivos se tifieron con
lactofenol-azul de tripano (Fenol-acido lactico-agua-azul de tripane al 1%,
proporcién 1:1:1:0.3 respectivamente), agregado por las orillas det cubre-objetos
para tratar de cubrir todo el micelio, esta preparacion se sello con barniz de urias
transparente. Posteriormente, se realizarcn observaciones en el microscopic
optico (Modelo, DMRAZ2, Marca, Leica) y con la ayuda de claves taxonémicas

convencionales, se realizo la identificacién morfoldgica a nivel de género.

7.2.2 Cultive y mantenimiento
Los aislamientos de ios hongos que se cbiuvieron, fueron mantenidos como
cultivos “padres” en tubos con medic de cultive PDA para las posteriores
metodologias, el cual consisie en colocar el medio en tubos de vidrio de manera
inclinada, esto para facilitar la toma del honge y con ei fin de mantener por mas
tiempo su vida, haciendc la resiembra aproximadamente cada seis meses. Para
large plazo y respaldo, los aislamientos se mantienen en uitracongelacidén. Para la
obtencion del inoculo experimental se realizaron cultivo “semiliz2”, el cual consiste
en tomar un trozo de micelio de los cultivos “padres” colecdndolo en medio PDA,
los que se maniuvieron en el incubador vertical, en las condiciones previamente
descritas durante aproximadamente 15 d, en este tiempe ei hongo cubrid por

complete la caja Petri con el medio.

7.3 MATERIAL BIOLOGICO

Para las evaluaciones, se utilizaron diferentes cepas fingicas como referencias,
testigos y cepas a evajuar (Cuadro 7.1). Como cepas patogénicas se utilizaron
dos cepas de Fusanum oxysporum aisladas de plantas con sintomas de marchitez
del agave (FPA y FPC) de diferentes localidades de la DOT. Ademas, se utilizo
una cepa de referencia considerada como no hospedera en A. tequilana (Fol).
Finaimente, de los aislamientos fungicos obtenidos, después de haber sido
sometidos a los ensayos de antagonismo in vifro, se seleccionaron al azar ¢inco
de ellos con una actividad antagénica sobresaliente para su evaluacion in planta

con petencial como antagonistas y biofertilizantes.
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Cuadro 7.1. Cepas de hongos utilizados en este estudio con actividad antagdnica in vitro
sobresaliente.

Clave Nombre Caracteristicas

FPA Fusaritm oxysporum Patogénica / Referencia

FPC Fusarium oxysporum Patogénica / Referencia

Fol Fusarium oxysporum f.sp. No hospedera en agave [/
fycopersics Referencia

TRIELIMB1 Trichoderma sp. Cepa evaluada
FUHER424A1 Penicillium sp. Cepa evaluada
TRIHER425A2 Trichoderma sp. Cepa evaluada
KOESP84A2 Trichoderma sp. Cepa evaluada
TRIHER42B2 Trichoderma sp. Cepa evaluada

7.4 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS PATOGENICAS DE Fusarium
oxysporum ASQCIADAS A LA MARCHITEZ DEL AGAVE TEQUILEROQ.

Las cepas de Fusarium oxysporum fueron aisladas previamente de plantas de A.
tequilana con sintomas de la marchitez del agave tequilero. Sin embarge, su
patogenicidad no habia sido caracterizada. Por este motivo, se evalud su
patogenicidad en prugbas in vifro e in planta, asi como las caracteristicas
histopatolégicas que presentan al infectar 1a planta, en comparacién con una cepa

no hospedera para A. tequifana.

7.4.1 Prueba de patogenicidad in vitro de las cepas de Fusarium

7.4.1.1 Preparacion del inoculo in vitro

Para la obtencion del inoculc de [as evaluaciones in wifro de las cepas de
Fusarium sp. utilizadas (FPA, FPC y Fol), fue crecida como cultivo “semiilla” en
medio PDA, por aproximadamente 15 d en el incubador vertical, pasandc primero
72 h en total oscuridad y posteriormente, fueron colocades a un fatoperiodo de
luz/oscuridad (12:12 h) durante 11 d, a una temperatura de 26+2°C. Transcurrido
este tiempo, se agregaron 5 mL de agua estéril e inmediatamente se realizé un

40



barrido con un pincel estéril para la liberacién de las esporas. Esta suspension se
recuperd en tubos Falcdn de 15 mL y se adicionaron 10 mL de agua estéril. Para
determinar la concentracién de esporas de |a suspension, se tomd una alicuota de
100 pL v se realizd un contec en el microscopio con una cdmara Neubauer. A
partir del conocimiento del nimero de esporas de la suspensién, se agregd agua
estéril hasta obtener una concentracion final entre 3 y 5x10° esporas/mL. Para el
inoculo final, se preparé en matraces Erlenmeyer medic MS sin sacarosa ni
vitaminas a una concentracién de agar de 5 g/l, que fue disuelto y a una
temperatura entre 45 y 50°C se agregd la suspensidn de esporas de FPC, FPA Y
Fol para obtener una concentracion final de 1x10° esporas/mL, finalmente esta
suspension fue homegeneizada completamente. Esta suspensién fue utilizada

para los ensayos in vitro.

7.4.1.2 Preparacion del materiai vegetal para las evaluaciones in vitro

El material vegetal utilizado para la evaluacién in vitro fueron plantulas de A.
tequilana micropropagadas y trasplantadas a medio de cultive de enraizamiento, al
menos 30 d antes de la prueba. Una vez que las plantulas presentarcn una raiz
bien desarrollada, fuercn trasplaniadas a frascos de vidric con 20 mL de medio
MS sin sacarosa, ni vitaminas. Antes del trasplante, se tomaron las medidas de
altura de planta, nimero de hojas, ndmerc de raices y la raiz se les corto de
manera uniforme a2 3 ¢cm de longitud, teniendo precaucién de dejar parte de la raiz
fuera del medio de cultivo. Las plantulas fueron mantenidas por ai menos 5 d en
cbservacion, para descartar una contaminacién microbiana antes de realizar el

incculo con las cepas de Fusarium y que pudiera interferir con las pruebas.

7.41.3 Prueba de patogenicidad in vitro

A parir de la suspension de esporas-agar obtenida, se inocularon plantas
cultivadas in vitro de A. fequilana enralzadas. Se agregaron 5 mL de la solucidn a
la base de la plantula cuidando de cubrir las raices descubiertas y evitando que las
hojas entren en contacto con fa solucién. Las plantas se mantuvieron en

incubacion a 27°C con fofoperiodo 16:8 h luz-oscuridad, realizandose cuatro
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repeticiones por tratamiento y se evalud el grado de patogenicidad cada semana
de 30 a 60 d, de acuerdo a una escala arbitraria de: 1 a 5, donde:

» 1es planta sana;

s 2 es gue entre un 25 al 49% de la superficie de la planta presenta de
sintomas de enfermedad;
3 es que entre un 50 al 74% de la superficie de la planta presenta de

sintomas de enfermedad;
4 es que entre un 75 al 90% de la superficie de la planta presenta de

sintomas de enfermedad;
Y 5 es que entre un 91 al 100% de la superficie de [a planta presenta de

sintomas de enfermedad (De-Cai et al., 2000).
Como testigos se colocaron plantulas inoculadas solamente con agar a la misma

concentracion y condiciones.

7.4.2 Prueba de patogenicidad in planta de las cepas de Fusarium
7.4.2.1 Preparacién del inoculo

Para las evaluaciones in planta el inoculo fue preparado en medio denominado
como medio sustrato-avena-agua (SAA) para el crecimiento de los hongos, el cual
estd compuesto de sustrato (Peai-moss y vermiculita estéril en proporcion 7:3),
hojuelas de avena y agua destilada en proporcion 20:2:4 respectivamente, de
acuerdo a Ezziyyani y colaboradores (2004) con modificaciones, el cudl se
combind, esterilizé y posteriormente fue inoculado con la suspensién de esporas
de las cepas de F. oxysporum (FPA y FPC) a una concentracion de 1x10°
esporas/mL y como testigo un hongo no patogénico (Fel, no hospedero), se
mantuvieron en botes sellados herméticamente de 500 mL a 26°C en total
oscuridad para un mayor crecimiento de ios hongos por aproximadamente 15 d,
en los que se observo presencia de micelio en la mayor parte del sustrato. Para
determinar la concentracién de Unidades Feormadorag de Colonias (UFC), se
realizd una dilucion de 100 mg de medio SAA incculado con la cepa flungica

correspondiente, y se transfiric una alicuota de 200 uL a medic PDA para
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determinar las UFC. El medio SAA con crecimientc abundante de la cepa de
Fusarium correspondiente, fue combinado en una proporcién 1:2 con sustrato

estéril para obtener el inoculo denominado como “sustrato infestado”.

7.4.2.2 Preparacién del material vegetal para las evaluaciones
El material vegetal utilizado para la evaluacién in planta fueron plantulas de A.
tequilana aclimatadas en invernadero, por al menos 60 d después de ser
transferidas al invernadero desde el cultivo in wvitro. Estas plantulas fueron
trasplantadas a macetas individuales de 10 cm? con sustrato estéril y colocado en
invernadero bajo condiciones de luz natural y 26°C aproximadamente.

7.4.2.3 Prueba de patogenicidad in planta
Las plantulas en macetas individuales fueron lavadas con agua corriente,
eliminando los restos de sustrato, antes de la inoculacion se tomaron datos dsl
numerc de hojas y raices, altura de planta y la raiz se corto de manera uniforme a
3 cm. Posteriormente estas plantulas fueron trasplantadas a sustrato infestade con
su correspondiente cepa de Fusarium. Las plantulas fueron colocadas en
recipientes de plastice bajo condicicnes controladas a 27°C con fotoperiodo 16:8
tuz-oscuridad, durante un periodo de 80 a 90 d. Se tomaron lecturas cada 15 d
evaluando el grado de patogenicidad en las plantas de acuerdo z fa escala
establecida previamente mencionada (De-Cal ef al., 2000). A! final de los 60 o 90
d, las plantuias fueron separas de las macetas y sus raices lavadas con agua
corriente para eliminar los restos de sustrate. Se tomaron las lecturas finales que
consistieron en determinar el ndmero de hojas y raices infectadas, longitud de la
raiz y la planta. A partir de estas plantas se realizd la caracterizacion
histopatolégica de la interaccion Fusanium-Agave. Como testigos se colocaron

plantulas inoculadas con sustrato estéril o sustrato infestado con Fol.
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7.4.3 Evaluacion histopatolégica de la interaccién Fusarium oxysporum-

Agave tequilana

7.4.3.1 Certes histolégicos
A partir de las plantulas obtenidas en las pruebas de patogenicidad in planta (dia
final de la evaluacion), se tomaron muestras de hoja, tallo {pifia) y raiz, que se
colocarén en solucién fijadora (FAA: Formol, acido acético, etanol y agua
destilada, 10:5:50:35 v/v respectivamente) y mantenidas a 4°C. A partir de estas
muestras, se realizaron cortes histolégicos de la raiz de las plantas de A. fequilana
inoculadas cen las diferentes cepas de Fusarium. Para este, se tomaron peguefios
trozos de la raiz, para realizar una inclusion en series de soluciones graduales de
polietilenglicol vy agua destilada a concentraciones de 10:90, 40:60, 60:40
respectivamente y 100% de polietilenglicol {Sandoval, 2005), en cada cambio de
solucion las muestras se colocaron al vacio en un desecador por una hora.
Transcurrido este tiempo, se colocaron en refrigeracion a una temperatura de 4°C
por 24 h aproximadamente. Previo al montaje de los cortes histologices, se
prepard una solucién de gelatina (1.5 g/L de gelatina y 0.5g/L de sulfato de cromo
y potasio). Los cortes se realizaron en un cridtomo (marca lLeica, modelo
CM1850), una vez colocada la muestra en la base y congelada con el
polietilenglicol se cortarcn a una medida de 18 ym, tomandose el tejido con un
pincel fino y montandose sobre un porta-objetos. Posteriormente se agregd la
solucion de gelatina sobre el tejido por aproximadamente 24 h o mas para fijarlo al
porta-objetos. Las preparaciones fueron lefiidas y observadas por microscopia

optica (azul-algoddn) v de fluorescencia (Uvitex 2B).

7.4.3.2 Tincion Uvitex 2B
Para la observacibn al microscopio de los cortes histoldgicos mediante
fluorescencia, se prepard el flucrocremo Uvitex 2B al 0.1% en buffer tris-HCI al
0.1M a pH 8.5, se almacend en frasco ambar a una temperatura de 4°C hasta su
utilizacion (Patto y Niks, 2001). La tincién consistié en colocar una gota sobre [a

muesira montada en el porfa-objetos, dejéndose actuar por una hora, para
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postefiormente realizarse cuatro lavados de 10 min cada uno con agua destilada
para eliminar el exceso de fluorocromo. Las observaciones se reaiizaron con un
microscopio equipado con epifluorescencia (marca Leica, modelo DMRAZ
equipado con epiflourescencia) y filtros adecuados para el Uvitex 2b (Bender et
al., 2000; Rohringer ef al., 1977).

7.4.3.3 Tincién con azul de tripano
Para la tincién de los cortes histolégicos se utilizd lactoglicerol-azul de tripano
(glicerol-dcido lactico-agua destilada-selucién stock de azul de tripano al 1% en
proporcion 1:1:1:0.3 respectivamente). La tincién consistio en agregar después de
la tincién con Uvitex 2B, una gota sobre el tejido dejéndose por aproximadamente
30 min y postericrmente se lavé con agua destilada para eliminar el exceso de

colorante y finalmente ser observado en un microscopio optico.

7.5 EVALUACIONES DE LAS CEPAS FUNGICAS ASOCIADAS A LA
RIZOSFERA DE Agave tequifana.

A partir de los aisiamientos fungices obtenidos de la rizdsfera de A. tequilana, se
seleccionaron aquelios aislamientos obtenidos de los medios de cultivo selectivos
para los géneros Trichoderma (THMS; Askew y Laing, 1993), Fusariurm (Nash-
Snyder; Leslie y Summerell, 2008) y Fusarium oxysporum (Komada; Leslie y
Summerell, 2006) (Cuadro 7.2), para avaluar su potencial como control biolégice
y/o como biofertilizante. Se consideré como principal referente la actividad
antagbnica contra Fusarum oxysporum asociado a la marchitez del agave
tequilero, de los aislamientos. Come primer fifro, se considerd la realizacion de
una prueba cualitativa de la actividad antagdnica in vitre contra F. oxysporum.
Aquellos aislamientos que presentaron una actividad antagénica in vitro
sobresaliente en esta prueba preliminar, se evalud su porcentaje de inhibicién para
F. oxysporum (considerada como actividad antagénica cuantitativa). A partir de la
lista de aislamientos con un porcentaje de inhibicién sobresaliente, se
seleccicnaran al azar cinco de ellos para evaluarse su actividad antagonica
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(control hiclogico) y benéfica (biofertilizante)

controladas.

in planta bajo condiciones

Cuadro 7.2. Lista de aislamientos seleccionados de la rizésfera de A, tequilana, a las que
se les asigno una clave dependiendo del medio selectivo del que se obtuveo ya fuera para

Trichoderma sp (TR}, Fusarium sp.(FU) v Fusarium oxysporum (KO).

—

CLAVE AISLAMIENTO DE CLAVE AISLAMIENTO DE
ASIGNADA MEDIOQ SELECTIVO ASIGNADA MEDIO SELECTIVO
PARA: PARA:
FUHER424A1 Penicilfium sp. TRIEDUB2A3 Trichoderma sp.
FUHER424A2 Fusanum sp. TRIEDUG2B1 Trichoderma sp.
FUHER424A3 Fusarium sp. TRIEDUB2B2 Trichoderma sp.
FUHER424B1 Fusarium sp. TRIEDUB2B3 Trichoderma sp.
FUHER42482 Fusanum sp. TRIELI1B1 Trichoderma sp.
FUHER424B3 Fusarium sp. TRIELI1B2 Trichoderma sp.
FULLO1B2 Fusarium sp. TRIELI1B3 Trichoderma sp.
FUPAD33A1 Fusarium sp. TRIESP83A1 Trichoderma sp.
FUPAD33A2 Fusarium sp. TRIESP83A2 Trichoderma sp.
FUPAD33B1 Fusarium sp. TRIESP83A3 Trichoderma sp.
FUPAD33B2 Fusarium sp. TRIESP83A4 Trichoderma sp.
KOCOF3A1 Fusarium sp. TRIESP83A5 Trichoderma sp.
KOCOF3B1 Fusarium sp. TRIESP83B1 Trichoderma sp.
KOCOF3B2 Fusarium sp. TRIESP83B2 Trichoderma sp.
KOEDUB2A1 Fusarium sp. TRIESPS3B3 Trichoderma sp.
KOEDUB2B1 Fusarium sp. TRIESP93A1 Trichoderma sp.
KOESP83A1 Fusarium sp. TRIESP93AZ Trichoderma sp.
KOESP83A2 Fusarium sp. TRIESP93B1 Trichoderma sp.
KOESF83A3 Fusarium sp. TRIESP93B2 Trichoderma sp.
KOESP83B1 Fusarium sp. TRIESP94A1 Trichoderma sp.
KOESP83B2 Fusanium sp. TRIEZA43A1 Trichoderma sp.
KOESP84A1 Fusarium sp. TRIHER424A1 Trichoderma sp.
KOESP84B1 Fusarium sp. TRIHER424A2 Trichoderma sp.
KOESP84B2 Fusarium sp. TRIHER424B1 Trichoderma sp.
KOESP85A1 Fusarium sp. TRIHER424B2 Trichoderma sp.
KOEZA43B1 Fusarium sp. TRIHER425A2 Trichoderma sp.
KOLCO4A1 Fusarum sp. TRIHER425B2 Trichoderma sp.
KOLCQ4A2 Fusarium sp. TRILCB2A1 |  Trichoderma sp.
KOLCO4B1 Fusarium sp. TRILCB2B1 Trichoderma sp.
KOPAD33A1 Fusarium sp. TRILCO4A1 Trichoderma sp.
KOPAD33B1 Fusarium sp. TRILCO4A2 Trichodenma sp.
KOPAD33B2 Fusarium sp. TRILCO4B1 Trichoderma sp.
TRICOF3A1 Trichoderma sp. TRILLOTA2 Trichoderma sp.
TRICOF3A2 Trichoderma sp. TRILLO1B1 Trichoderma sp.




[ TRICOF3A3 Trichoderma sp. TRILLO1B2 |  Trichoderma sp.
TRICOF3A4 Trichcderma sp.. TRIPAD33A1 Trichoderma sp.
TRICOF3B1 Trichcderma sp. TRIPAD33B1 Trichoderma sp.
TRICOF3B2 Trichoderma sp. TRIYER1A1 Trichoderma sp.
TRICOF3B3 Trichoderma sp- TRIYER1AZ2 Trichoderma sp.
TRICOF3B4 Trichoderma sp. TRIYER1B1 Trichoderma sp.
TRIEDUG22B2 Trichoderma sp. TRIYER1B2 Trichoderma sp.
TRIEDUB2A1 Trichoderma sp. TRIEZAZ2B3 Trichoderma sp
TRIEDUBG2A2 Trichoderma sp. FUESP23B2 Fusarium sp.
FUHER423A1 Fusanum sp. KOESP84A2 Fusarium sp

7.5.1 Pruebas de antagonismo in vitro

7.5.1.1 Prueba de antagonismo in vitro cualitativa

Las pruebas de antagonismo in vifro se realizaron de acuerdo a la metodologia de
cultivos duales propuesta por Sanchez et al, (2007) con modificaciones, se
utiizaron dos cepas patogénicas de F. oxysporum obtenidas de plantas con
sintomas de marchitez en diferentes localidades de la DOT (FPA y FPC). La
prueba consistid en colocar en un extremo de la caja de Petri con medio PDA, un
trozo de micelio de cultivo “semilla” de la cepa de Fusanum, y en el otro extremo
un trozo de aproximadamente el mismo tamafo del aislamiento fungico de la
rizosfera de A. fequifana. Se realizd una evaluacion cualitativa del efecto de
confrontacién entre los dos hongos y se observaron las caracteristicas de
inhibicion, en este caso se observe la capacidad del hongo para inhibir el
crecimiento, confinar al hongo patogénico y la capacidad del hongo para crecer
sobre el patogeno inhibiéndole ({considerado como micoparasitismo). Las
observaciones se realizaron los dias 7 y 14 después de la inoculacion, siendo el
punto intermedio y final respectivamente del crecimiento de ias cepas patogénicas
como referencia. Se anotaron las caracteristicas de la confrontacién asi como el
grado de actividad gue presentaron de acuerdo a una escala arbitraria (Cuadro
7.3); esta prueba cualitativa sirvié como primer filtro para cbtener ias cepas de los
hongos aislados de la rizosfera de A. tequilana con algin grado de actividad
antagodnica in vitro, reduciendo la cantidad de cepas a evaluar. Se hicieron dos
repeticiones por cada aislamiento y para cada cepa pategénica. Cuando los
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resultados no fuerocn concluyentes, cada aislamiento fue repetido con tres

repeticiones una vez mas.

Cuadro 7.3. Descripcion de la escala de actividad antagdnica utilizada en la prueba de
antagonismo in vitro cualitativa.

ACTIVIDAD DESCRIPCION

- Sin actividad, negativo

+ Actividad antagénica minima
++ Actividad antagonica ligera
+++ Actividad antagénica moderada
+ht+ Actividad antagdnica sobresaliente
bt Actividad antagdnica maxima

7.5.1.2 Prueba de antagonismo in vifro cuantitativa

Para obtener el porcentaje de inhibiciéon de los aislamientos flingicos con algin
grado de actividad antagénica (consideradas como pruebas de antagonismo in
vitro cuantitativas) se utilizé la misma metodologia previamente descrita de
acuerdo a Sanchez ef al, (2007) con modificaciones. En este caso se tomaron
ciertas precauciones como fue el emplear un sacabocado de 0.9 mm de diametro
para que el inoculo sea homogéneo de los aislamientos que tuvieron un grado de
actividad antagénica sobresaliente y méxima. Se realizaron tres repeticiones de
cada aislamiento para cada una de las cepas patogénicas tanto de FPA como de
FPC. Como testigos y para obtener el porcentaje de inhibicidn se realizarcn
cultivos de las cepas patogénicas de F. oxysporum siguiendo las mismas
condiciones de los cullivos duales, sin agregar los aistamientos flngicos
(consideradas comoe las condiciones de crecimiento normales). Se realizaron
observaciones de los cultivos los dias 7 y 14 despues de la incculacion y se
anotaron las caracteristicas observadas de acuerdo a una tabla establecida a
partir de las caracteristicas observadas en la prueba de antagonismo in vitro
cualitativo (Cuadro 7.4.), ademas de realizar mediciones del crecimiento de las
cepas patogénicas y los testigos en los dos dias establecides. Para caicular e

porcentgje de inhibicién del crecimiento de [as cepas patogénicas de F. oxysporum
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se realizé un promedio ¢ media geométrica de las tres repeticiones por
tratamiento, utilizando [a siguiente férmula:
%IC = 100- (CE =100/ CT)

%IC: Porcentaje de inhibicién del crecimiento de las cepas patogénicas de F.
OXysporum.

CE: Promedio del crecimiento de FPA o FPC cuando se confronta con el
aislamiento fangico.

CT: Promedio del crecimiento de FPA o FPC en condiciones normales.

7.5.2 Pruebas de patogenicidad en Agave tequilana de los aislamientos
fingicos con actividad antagénica i vitro sobresaliente

A partir de la evaluacion de la actividad antagdnica in vitro y el porcentaje de
inhibicion del crecimiento de cepas patogénicas de F. oxysporum, se
seleccionaron al azar cinco aislamientos con actividad sobresaliente o0 maxima
(Cuadro 7.1). A estos aislamientos seleccionados se les evalud su patogenicidad

para A. tequilana, en condiciones in vitro e in plania.

7.5.2.1 Prueba de patogenicidad in vitro
7.5.2.1.1 Preparacién del inoculo

Para la obtencién del inoculo de estas evaluaciones (TRIELI1B1, FUHER42A1,
TRIHER425A2, KOESP84A2 y TRIHER42B2), cada cepa fue crecida como cultivo
“semilla” en medio PDA, de acuerdo a las condiciones previamente descritas. Se
obiuvo una suspension de esporas a concentracién conecida de cada uno de los
aislamientos, de acuerdo a la metedologia descrita para las cepas patogénicas de
Fusarium (Apartado 7.4.2.1). Para el inoculo final, s& prepard en matraces
Ertlenmeyer medio MS sin sacarosa ni vitaminas a una concentracion de agar de 5
g/L, que fue disuelto y a una temperatura enire 45 y 50°C se agregd la suspensién
de esporas de FPC, FPA y Fol para obtener una concentracion final de 1x108
esperas/mi, finalmente esta suspension fue homogeneizada completamente. Esta

suspensidn fue utilizada para los ensayes in vitro.
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Cuadro 7.4, Caracteristicas establecidas para la descripcion de la actividad antagénica in
vitro cuantitativa.

MARCA DESCRIPCION
FA Cepa con efecto antagdnico sobre FPA
EC Activo con efecto antagénico sekre FPC
FAC Cepa con efecto antagonico scbre FPA y FPC
GL Cepa con crecimiento lento, cubriendo la caja Petri en menos dei
50% después de 14 dias
GV Cepas con crecimiento intermedio, variabie entre ellas

Gs Cepas con crecimiento rapido, cubriendo completamente la caja de
Petri a los 3 0 & dias.

| Cepas con inhibicion del crecimiento de la cepa patogenica
confindndoia, en el que no se observa contacto.

Ix Cepas que inhibe el crecimiento al contacto con la cepa patogénica

sC Cepas gue no presentan contacto entre ellas

Ap Cepas con actividad in planta scbresaliente de las cepas evaluadas.

Av Cepas con actividad in vitro sobresaliente de 1as cepas evaluadas.

SA Cepas sin actividad antagdnica sobresaiiente de las cepas
evaiuadas,

Rx Cepas productoras de metabglitos en los sitio de contacto, va sea
con {2 cepa pategénica o la cepa evaluada.

MB Cepa con preduccion de metabolitos liberados al medio de color
marrdn o negro.

MO Cepa que produce metabolitos liberados al medio de celor naranja.
Cepa con produccicn de metabolitos liberades ai medic de color

MR rojizo.

MY Cepa con produccion de metabelitos liberados al medio de color
amariilos.

P4 Micoparasitismo, crecimiente sobre el micelio del hongo patogénico,
cubre del 75 al 100%

p2 Micoparasitisme, crecimiento sobre el micelic del henge pategénico,
cubre un 30 a 70%

P3 Micoparasitismo, crecimiento sobre el micelio del hange pategénico,
cubre &t sitio de contacto cen el hongo

7.5.2.1.2 Preparacion del material vegetal para las evaluaciones in vitro
El material vegetal utilizade para la evaluacién in vifro fueron planiulas de A.
tequifana micropropagadas y trasplantadas a medio de cultive de enraizamiento, al
menos 30 d antes de la prueba. Una vez que las plantulas presentarcn una raiz

bien desarrollada, fueron trasplantadas a frascos de vidrio con 20 mL de medio
50



MS sin sacarosa, ni vitaminas. Antes del trasplante, se tomaron las medidas de
altura de pilanta, nimero de hojas, nimero de raices y la raiz se les corté de
manera uniforme a 3 cm, teniendo cuidado de dejar parte de la raiz por fuera del
medio de cultivo. Las plantulas fueron mantenidas por al menos 5 d en
observacién, para descartar una contaminacién microbiana antes de realizar el

inoculo con las cepas de Fusarium y los aistamientos a evaluar.

7.5.2.1.3 Prueba de patogenicidad in vitro
A partir de la suspensién de esporas-agar obtenida, se inocularon plantas
cultivadas de in vitro de A. tequilana enraizadas. Se agregaron 5 mL de [a solucién
a la base de la plantuia cuidando de cubrir las raices descubiertas y evitando que
las hojas entren en contacto con la solucidn. Las plantas se mantuvieron en
incubacién a 27°C con fotoperiods 16:8 h (luz-oscuridad), realizandose cuatro
repeticiones por tratamiento y se evalud el grado de patogenicidad cada semana
de 30 a 60 d, de acuerdo a una escala arbitraria previamente descrita. Como
testigos se colocaron plantulas inoculadas solamente con agar a la misma
concentracion y condiciones, asi como plantas inoculadas con la cepa patogénica

FPCy Fol.

7.5.2.2 Prueba de patogenicidad in planta

7.5.2.2.1 Preparacion del incctlo
Para las evaluaciones jn planta el inoculo fue preparado en medio SAA, infestade
con la suspension de esporas (5 mlL) de los diferentes aislamientos fingicos a una
concentracién de 1x10° esporas/mL que se mantuvieron en botes sellados
herméticamente de 500 mi a 268°C en total oscuridad por al menes 15 d. El medio
SAA con crecimiento abundante de los aislamientos y previa determinacion de la

concentracion por UFC, fue combinado en una proporcion 1.2 con sustrato estérnt

para ebtener sustrato infestado.
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7.5.2.2.2 Preparacion del material vegetal para las evaluaciones
El material vegetal utilizado para la evaluacién in planta se utilizaron plantulas de
A. tequilana aclimatadas en invernadero, por al menos 60 d después de ser
sacadas al invernaderc desde el cultivo /n vitro. Estas plantulas fueron
trasplantadas a macetas individuales de 10 cm?® con sustrato estéril y colocado en
invernaderc bajo condiciones de luz natural y 26°C aproximadamente.

7.5.2.2.3 Prueba de patogenicidad in planta

Las plantulas en macetas individuales fueron lavadas con agua corriente,
eliminando los restos de sustrato, tomando los datos del nimero de hejas y raices,
altura de planta y la raiz se cortd de manera uniforme a 3 cm de longitud.
Posteriormente estas plantulas fueron trasplantadas a sustrato infestado con su
correspondiente  aislamientc fungico. Las plantulas fueron colocadas en
recipientes de plastico bajo condiciones controladas a 27°C con fotoperiodo 16:8 h
{luz-oscuridad), durante un periodo de 60 d. Se tomaron lecturas cada 15 d para
evaluar el grado de patogenicidad en las plantas de acuerdo a la escala
previamente descrita. Al final de los 60 d, las plantulas fueron separas de las
macetas y sus raices lavadas con agua corriente para eliminar los restos de
sustrato. Se tomaron como lecturas finales el nimero de hojas y raices infectadas,
longitud de la raiz y de la planta. Como testigos se colocaron plantulas inoculadas
con sustrate estéril y sustrato infestado con FPC y Fol.

7.6 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS AISLAMIENTOS
FUNGICOS in planta
7.6.1 Preparacicn del inoculo

Para las evaluaciones in planta € inoculo fue pfeparado en medio SAA, infestado
con la suspension de esporas (5 ml) de los diferentes aislamientos fungices y de
la cepa patogénica FPC a una concentracién de 1x10° esporas/mL que se
mantuvieron en botes sellados herméticamente de 500 mL a 26°C en total
oscuridad por al menos 15 d. El medio SAA con crecimiento abundante de los
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aislamientos y previa determinacion de la concentracion por UFC, fue combinado
en una proporcion 1:2 con sustrato estéril para cbtener sustrato infestado.

7.6.2 Preparacidn del material vegetal para las evaluaciones
E! material vegetal utilizado para la evaluacion in planta fueron plantulas de A
fequifana aclimatadas en invernadero, por al menos 60 d después de ser
transferidas al invernaderc desde el cultivo in vitro. Estas plantulas fueron
trasplantadas a macetas individuales de 10 cm? con sustrato estéri y colocado en
invernadero bajo condiciones de luz natural y 26°C aproximadamente.

7.6.3 Prueba de antagonismo en planta
Las plantulas en macetas individuales fueron lavadas con agua corriente,
eliminando los restos de sustrate, tomando los dates del ndmero de hojas y raices,
altura de planta y la raiz se cortd de manera uniforme a 3 cm. Posteriormente
estas plantulas fueron traspiantadas a sustrate infestado con su correspondiente
aislamiento fungico. Las plantulas fueron colocadas en recipientes de plastico bajo
condiciones controladas a 27°C con fotoperiodo 16:8 h (luz-oscuridad), durante un
periodo de 15 d. Transcurrido este tiempo, las plantas fuercn lavadas con agua
corriente, eliminando los restos de sustrato y trasplantadas e inoculadas con
medio SAA infestado con FPC. Estas plantutas se mantuvieron bajos las mismas
condiciones previamente descritas. Se tomaron datos cada 15 d evaluando el
grado de patogenicidad en las plantas de acuerdo a la escala previamente
descrita. Al final de los 60 d, las plantulas fueron separas de [as macetas y sus
raices lavadas con agua corriente para eliminar los resios de sustrato. Se tormaron
como lecturas finales el numero de hojas y raices infectadas, lengitud de la raiz y
la planta. Como testigos se colocaren plantulas inoculadas con sustrato estéril y
sustrato infestado con FPC y Fol. Finalmente, s¢ compararon los valores
obtenidos en las plantulas previamente infestadas con cada uno de los
aislamientos fingicos con respecto a las infestadas con FPC, para determinar ei

grado de proteccion de los aislamientos.



7.6.4 Prueba de actividad benéfica en planta
Las plantulas en macetas individuales fueron lavadas con agua corriente,
eliminando los restos de sustrato, tomandeo los datos del numerc de hojas y raices,
alturz de planta vy la raiz se corté de manera uniforme a 3 cm de longitud.
Posteriormente estas plantulas fueron trasplantadas a sustrato infestado con su
correspondiente aislamiento fungico. Las plantulas fueron colocadas en
recipientes de plastico bajo condiciones controladas a 27°C con fotoperiodo 16:8 h
(luz-oscuridad), durante un periodo de 60 d. Al final de este pericdo se tomaron
lecturas finales de diferentes parametros anatémicos y fisioldgicos. Como testiges

se colocaron plantulas inoculadas con sustrate estéril.

7.6.4.1 Variabjes anatémicas
Las variables anatomicas fueron: crecimiento de la raiz, ramificaciones de la raiz,

crecimiento vegetativo y densidad estomatica (Barragan-Barragan, 2001).

7.6.4.2 Crecimiento y ramificacion de la raiz

Se tomo la medida de la raiz principal de todas ias plantas tanto al inicio como al
final del experimento, a las cuales inicialmente se les cortd la raiz con un bisturi
dejandolas a 3cm de longitud y asi, observar el incremento de la raiz después de
dos meses de su inoculacién. En las ramificaciones de la raiz, para cbservar el
incremento de raiz se realizd un conteo al inicic del experimento de todas plantas

y al final después de dos meses de incculacién.

7.6.4.3 Crecimiento vegetativo

Para la evaluacion del crecimiento vegetativo se contaren la cantidad de hojas y
se tomo la medida de la altura de la plantas al inicio del experimente, las medidas
del ancho, la altura de la hoja més larga de planta y la cantidad de hojas por
planta, se midieron con vemnier tomande en cuenta la parte mas anchia de hoja y €l
tamarfio de la base al apice. Esta toma de medidas se realizé al final del

experimento.
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7.6.4.4 Densidad estomatica

La densidad estomatica se realizd dos meses después de la incculacion en las
plantas, la cual consistid en tomar un trozo de hoja de tres plantas por tratamiento,
se colocaron sobre el porta-objetos una capa de esmalte de ufias transparente , se
pego el trozo de hoja por la parte adaxial presionando, se dejaron secar a
temperatura ambiente por aproximadamenta 48 h, para posteriormente realizar las
observaciones en el microscopio dptico y cuantificar 10 campos con un area de

1cm? con objetivo 10x.

7.6.5 Variables fisicldgicas

Las variables fisioldgicas determinadas fueron: pH, porcentaje de zcido malico,
acidez nocturna, determinacion de clorofila y determinacion de azicares directos,
parametros considerados como indicadores de la eficiencia fotosinigtica

(Barragéan-Barragan, 2001).

7.6.5.1 Determinacion del pH, porcentaje de acido malico y acidez nocturna

El porcentaje de acide malico, pH y acidez nocturna se cuantificaron de acuerdo a
la metodologia descrita por Nobel y Hartsock (1983) con modificaciones
(Barragan-Barragan, 2001). Las evaluaciones se llevaron a cabo en las cuatro
repeticiones por tratamiento 60 d después de la inoculacién de las plantas con los
diferentes aisfamientos flingicos. La prueba de acidez nocturna se determind al
atardecer (4:00 pm) y a la mafana siguiente (9:00 am)}, a fin de percibir los
cambios en acidez y el contenido de acidc malico, para esta determinacion se
extrajo tejido con un sacabocado de 9 mm de didmetro, el cual se secciond con un
bisturi y se homogeneizd con 4 mL de agua destilada agitandose con el mismo
bisturi (Lopez-Amezcua, 1991). Posteriormente, se realizé la medicién de pH
utilizando un potenciémetro y para la determinacion de acido malico se utilizdo el
método de titulacion adicionando hidréxido de sodio (0.001N} a la muestra
anterior a fin de llevar el pH a 7.2, la cantidad de NaQH utilizado sirvié para

calcular el porcentaje de acido malico de acuerdo a la siguiente formula:
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mL utilizados de NaOH (N de NaCOH)

Porcentaje de dcide malico = "
gramos de tejido

N= normalidad

Para la evaluacién de la acidificacion nocturna se utilizd el métode de titulacion
adicionando hidroxido de sodic (0.001M) a la muestra anterior a fin de levar el pH
a 7.2, la cantidad de NaOH utilizado sirvié para caleular el percentaje de acidez

nocturna de acuerdo a la siguiente férmula:

mL utilizados de NaCH (M de NaOH)

prmoles/cm? = -
Area del tejido

M= molaridad

7.6.5.2 Determinacion de clorofila

Esta determinacion se llevo a cabo 80 d después de la inoculacion de las plantas
de acuerdo al métode de analisis de clorofila descrito por Barragan-Barragan
(2001). Se tomaron tres plantas por tratarmiento, se pesaron 2 g de tejido a los
cuales se les agrego 8 mL de acetona fria (80%) y se homogenizaron triturdndolas
en un mortero, posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm por 1G min en una
centrifuga refrigerada a -4°C. El sobrenadante fue colocado en un tubo Belfor
precongelade envueltc en papel aluminio por aproximadamente 1 h, una vez
obtenido ei primer precipitado se le agregaron otros 8 mL de acetona fria {80%) y
se centrifugd de nuevo a las mismas condiciones descritas, este segundo
sobrenadante se combing con el obtenido anteriormente. Posteriormente, se midid
la absorbencia en un espectrofotdémetro a 645 y 863 nm, tomando como blanco de
referencia |la acetona fria (80%). Con base en las lecturas obtenidas en ambas
longitudes de onda se estimo la concentracion de clorofila total, asi como la de

clorefila “a" y "b” empleandc las siguientes formulas de Bruinsma, (1963).
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7.6.5.3 Determinacidn de azucares directos

Para la determinacion de azucares directos se utilizd la metodologia descrita por
Warwick et al., (1982), para esto se prepard una solucidon de acido dinitrosalicilico
(reactivo DNS), el cual consistid en disclver NaOH (1.6 g), tartrato de sodio y
potasio (30 g) v DNS (1 g} en agua destilada y se aford en 100 mL, su
almacenamiento fue en un frasco @ambar y en refrigeracién a 4°C, hasta su uso. Se
prepard una solucién stock de glucosa de 4 mg/mL para su uso inmediato, y
realizar una curva de calibracién ccn concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2
g/L. Para esto, se coloct la concentracion de la solucion de glucesa y 0.5 mL de!
reactivo DNS y una muestra como blanco con 0.5 mb de agua destilada y 0.05 mL
del reactivo DNS, las muestras se agitaron en vortex y se colocaron en bafo Maria
a punto de ebullicion por & min. Transcurrido el tiempo se enfriaron en hielo y se
adicionaron con 5 mbL de agua destilada, se agitaron y dejaron reposar durante 15
min, para después leer en el espectrofotémetro a 540 nm. Esta curva sirvid como
referencia en la determinacion de azlcares directos en las muestras obtenidas de
plantas inoculadas.

A partir de las plantulas de A. fequilana inoculadas, se tomd con un sacabocado
un segmento de 0.9 mm de diametro de hoja de tres piantas por cada tratamiento,
el cual fue pesado. Este segmento fue maceradec en un mortero v se le agrego 2
mbL de agua destilada. La mezcla resultante fue filtrada para evitar el paso de
particulas que pudieran interferir con la lectura. Posteriormente, se colocaron en
tubos Eppendor 0.380 mL de la muestira y 1.2 mL del reactivo DNS, se agitarcn en
el vortex y colocaron a bafio maria en agua a punto de ebullicién durante 15 min.
Después de esto, se dejaron enfriar en hielo, se colocaren en tubos de ensayo a
los que se les adiciond 8 mL de agua destilada y se agitaron nuevamente,
dejandolos reposar por 15 min. Transcurrido este tiempo, se realizé la lectura de
abscrbancia en el espectrofotometro a 540 nm. De acuerdo con los resultades de
la curva de calibracion se realizd un analisis de regresion lineal, generando la

siguiente ecuacion:

Y =0.0724 + R=0.0047
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7.7 EVALUACION HISTOLOGICA DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA DEL
AISLAMIENTO FUNGICO

7.7.1 Cortes histoldgicos
A partir de las plantulas obtenidas de las pruebas finales de antagonismo in planta
de los aislamientos flngicos con actividad protectora contra Fusarium oxysporum,
se tomaron muestras de hoja, tallo (pifia) y raiz, se colocaren en solucion fijadora
FAA y almacenadas a 4°C. A partir de estas muestras, se realizaron cortes

histologicos de la raiz, como se describid anteriormente en el Apartado 7.4.3.

7.7.2 Tincion Uvitex 2B
Para la observaciébn al microscopio de los cortes histolégicos mediante
fluorescencia, se tiné con Uvitex 2B como previamente se describio. Las
observaciones se realizaron con un microscopio equipado con epifluorescencia y

filtros adecuados para el Uvitex 28 (Patto y Niks, 2001).

7.7.3 Tincion con azul de tripano
Para la tincion de los cortes histclogicos se utilizé lactoglicerol-azul de tripano. La
cual fue realizada después de la tincién con Uvitex 2B y observado en el

microscopio optice.
7.8 ANALISIS DE DATOS PARAMETRICOS

7.8.1 Analisis de datos paramétricos

Se establecid un experimentc en un disefic completamente al szar. Los
tratamientos probados fueron un total de 6 tratamientos y 4 repeticiones por
tratamiento, siendo la unidad experimental cada contenedor con una planta. Las
variables de respuesta fueron analizadas mediante un analisis de vardanza
unifactorial a un nivel de significancia de P<0.05 y pruebas de separacién de
medias con Tukey (P<0.05) mediante el software estadistico STATGRAPHICS

Centurion XVI.
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7.8.2 Analisis de datos no paramétricos

Se establecié un experimento en un disefio completamente al azar. Los
tratamientos probados fuercn un total de 8 tratamientos y 4 repeticiones por
fratamiento, siendo la unidad experimental cada contenedor con una planta. Las
variables de respuesta fueren analizadas mediante un analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis a un nivel de significancia de P<0.05. Las diferencias entre las
medias de la variable de respuesta fue analizada mediante un grafico de Caja vy
Bigotes, ambos anaiisis fueron realizados con el software estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI.
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS PATOGENICAS DE FUSARIUM

Para la caracterizacion de las cepas patogénicas de Fusarum (FPA y FPC) se
realizaron pruebas de patogenicidad in vitro e in planta evaluandose de manera
visual cada 7 o 14 d respectivamente, de acuerdo a la escala arbitraria
previamente descrita. A partir de estas observaciones, se obtuvo el grado de
patogenicidad de estos aislamientos en las plantas de agave, y se observé cual de
estos 2 aislamientos preseniaba una mejor uniformidad en los sintomas de la

enfermedad de |a marchitez en el Agavs.

8.1.2 Prueba de patogenicidad in vitro

Después de la incculacion con las cepas patogénicas de Fusarium en plantulas de
A. tequilana cultivadas in vifro, como se describe en el apartade 7.4.1.3 de la
metodcologia, se realizaron evaluaciones cada 7 d, de acuerdo a la escala dei
grado de patogenicidad, con la finalidad de caracterizar el efecto de las diferentes
cepas de Fusarium. Como testiges, se utilizaron plantulas incculadas con medio
de cultivo sin hongo y otras inoculadas con Fol. Para la evaluacién del grado de
patogenicidad, se tomaron 0, 15 y 30 d cemo representativos (Figura.8.1}. En las
lecturas finales (dia 30) se observo, que tanto FPA como FPC presentarcn una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo y positivo.
Sin embargo, entre ellas no hube una diferencia estadistica significativa, en
contraste con las plantas inoculadas con FPA gue mostraron un grado de
patogenicidad de 4, lo que equivale gue entre un 75% del area de la plantula
presenta sintemas de enfermedad o que mas de la mitad de {as hojas se observan
necrdticas o con pudricién, ademas de la presen'cia de micelio schre la superficie
foliar (Figura.8.2.D), estas caracteristicas sclo se presentaron en un 75% de las
plantas. Por otra parte, FPC presenté un grado de patogenicidad de 3.63, lo que
equivale que entre 50-75% del area de la plantulas presenta sintomas de
enfermedad, o que por lo menos la mitad de [as hojas se observan necroticas o

con pudricion, ademas de la presencia de micelio sobre la superficie foliar y un
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crecimiento minime sobre et medio de cultivo, siendo observado en mas del 90%
de las plantulas evaluadas (Figura.8.2.C). A partir de estas cbservaciones se
considera que FPC presentd una maycr homogeneidad de los sintomas de la
enfermedad, en comparacidén con los testigos, como Fol que presentd al menos
dos hojas con sintomas y con presencia ligera de micelio sobre la superficie foliar
(Figura.8.2.B).

Previamenie a la prueba descrita anteriormente, se realizd una prueba de
patogenicidad buscando mejorar el manejo del experimento con la adicién de otro
agente gelificante {Gel Rite® a una concentracion de 1 g/L), gue podria aumentar
la sclubilidad de la suspension de esporas que se refleje en una mayer
reproducibilidad. Los resultados de esta evaluacién mostraren que tanto la cepa
FPA como FPC presentaren una diferencia estadisticamente significativa con
respecto a los testigos pero no asi entre ellas, chservando en los dos un
equivalente a un 75-100% del area de la plantula presenta sintomas (Figura.8.3).
En el caso de FPA (Figura.8.4.B), a partir del dia 15 se empiezan a presentar
sintornas en la hoja, observandose una necrosis en la punta de la hoja, y al dia 30
esta misma hoja ya se encontré completamente necrética y con micelio sobre su
superficie y el medio de cultivo. Por otro lado, en el caso de FPC (Figura.8.4.C),
se observd que a partir del dia 15, por [o menos una hoja presentd necrosis,
mientras que al dia 3C la planta queda completamente necrosada y podrida con
micelio sobre su superficie y el medio de cultivo. Sin embargo, aun cuando el
tiempeo para observar los sintomas es muche menor (se observan a partir del dia
15), se presencio micelio no sclo en la plantula, sino también de manera
importante sobre el medio de cultivo con Gel Rite, 1o que da indicios para suponer
que este agente gelificante puede ser utilizado por el honge como fuente de
carbono o nutrimentos, lo que representa un problema al momento de visualizar
los resultados de la prueba. Por este motivo, se prefirid el uso de agar como
agente gelificante a una concentracion mencr a la recomendada. A partir de estos
resultados, se considera la prueba de patogenicidad in vifro descrita
anteriormente, como una herramienta importante en la caracterizacién preliminar

de los aislados de Fusarium sp. en plantulas que presenten los sintomas de
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marchitez, que constituyen el primer filtroc para la caracterizacion de su
patogenicidad destacando su rapidez y sobre todo un punto primordial como es el
sitio de penetracion del honge, que es equivalente a lo que se observa bajo

condiciones de campo permitiendo disminuir la presencia de falscs positivos.

8.1.3 Prueba de patogenicidad in planta
Después de la evaluacion in vitro de la patcgenicidad de las cepas de Fusarium,

se realizd la estimacidn en piantulas bajo condiciones controladas, como se
describe en el apartado 7.4.2.3. (sustratc ST). Ademas de las cepas patogénicas,
se utilizaron como testigos sustrato estéril inoculado con agua estéril y susirato
infestado con Fol. Las leciuras se tomaron cada dia 15 durante 60 d, fecha
considerada como la evaluacion final del experimento. Se realizaron dos tipos de
lecturas, la primera consistio en las observaciones de los sintomas (grado de
patogenicidad) de acuerdo a la escala arbitraria y se tomaron 0, 30 y 60 d como
representativos, en los cuales se observaron los cambios méas evidentes
(Figura.B.5). Por otra parte, se evaluaron variables anatomicas en las plantulas de
agave para observar las caracteristicas de la infeccidn después de inocularse con
las diferentes cepas de Fusarium, tomandose datos at inicio del experimento (dia
0) y al final (dia 60}. Ademas del ensayo descrito en la metodologia se compard
con un métode de inoculacion diferente (suspension SP), el cual consistio en
agregar una suspension de esporas de congentracién conocida (1x10°
esporas/mlL) a la base de la plantula de A. feguilana, una de los métedes de
inoculacion mas utilizados y descritos para otros cultivos.

Los resultados cbtenidos de las lecturas del grado de patogenicidad, nos muestran
que FPC-ST (ST: incculo obtenido a partir de sustrato SAA infestado con FPC o
FPA), presento una diferencia estadisticamente- significativa con respecto a los
testigos con un grade de patogenicidad de 3, equivalente a que un 50% del area
de la plantula presenta sintomas de enfermedad, como se muestra en la Figura
8.8 C donde se observdé gque al menos una de las hojas principales presenta
sintomas de necrosis, el cual inicia en la base hacia la punta de la hofa. Con

respecto al dia 30, se observd un marcado doblez en las puntas de las hojas (un
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sintoma denominado como “encarrujamiento”, caracteristico de la marchitez del
agave), y finalmente al dia 60 se observé un encarrujamiento y necrosis total de la
heja, con la presencia de micelio sobre la superficie foliar. Por su parte, en FPC-
SP (SP: inoculo obtenido a partir de una suspensién de esporas de FPA o FPC),
se presentd un grado entre 2 y3, lo que equivale a un 25 al 48% del area de la
plantula presentaron sintomas de enfermedad, mientras que al dia 60 se obtuvo al
menos una hoja cen necrosis total, iniciando de la base hacia la punta de la hoja y
con ligero doblez hacia el interior de la hoja marchita (Figura.8.8.D). A partir de
estos resultados, se observd que el método de inoculacién, en este caso se ulilizd
sustrato infestado (medio SAA) con Fusarium, presentd una respuesta marcada y
con un mayor grado de patogenicidad en comparacién que con el método
tradicionalmente utilizado para las evaluaciones de patogenicidad de Fusarium.
Por otra parte, en FPA-ST y FPA-SP no se observé una diferencia significativa en
el grado de patogenicidad (Figura.8.5). Sin embarge, en las lecturas se observo
que al dia 15, FPA-ST presenta un ligero marchitamiente de la hoja comenzando
por la punta y recorriéndose hacia la base de |a planta. Finalmente, al dia 60 se
observd una necrosis en las hojas, ligero encarrujamiento en las puntas de las
hojas y presencia de micelic en la superficie foliar (Figura.8.8.E). En contraste,
FPA-SP presentd sintomas en un grado menor, al dia 30 se observé un ligero
cambio de coloracion que comenzd en el centro y manteniéndose asi hasta el dia
60 (Figura.8.8.F). A partir de estos resultados se observd que FPA presenta los
sintomas de la enfermedad en un tiempo més prolongado que FPC, ademas de
ligeras diferencias con respecto a los sintomas entre una y otra cepa, como fueron
los primeros sintomas en las puntas de las hojas, con un marchitamiento gue
provocd que fa hoja afectada se marchite por completo y se observé la presencia
de micelio sobre su superficie, En contraste, FPC presentd una mayor virulencia,
ya que los primeros sintomas desde se evidenciaron el dia 15 después de la
inoculacion, se inicid con un marchitamiento que va de la base hacia la punta de
las hojas, ademéas de que presentd una mayor uniformidad en los experimentos.
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Por otra parte, los resultados cbtenidos de los parametros anatomicos se
muestiran en la Figura 8.6 y 8.7. Los parametros evaluados como son |a altura de
planta, numero de hojas, numero de hojas con sintomas, longitud de raiz, raiz de
mayor longitud y ndmerc de raices no presentaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al testigo, aun cuando las plantas nc presentaron una
uniformidad en cuanto tamafio. Los datos finales mostrarcn que FPA-ST presentd
una diferencia significativa en los primeros tres parametres con respecto a los
otros tratamientos, mientras que FPC-SP presentd una diferencia significativa en
el promedio con respecto al testigo en el ndmero de raices (Figura.8.7). Par otro
lado, en el promedio de la longitud de la raiz, FPA-SP presento una diferencia con
respecto al testigo. aunque estadisticamente no fue significativa (Figura.B.7). Por
su parte, FPC-ST presenté un mayor promedio con respecto a todos los
tratamientos en la raiz de mayor longitud, mientras que en el nimero de raices
con sintomas, resultd con una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al testigo, al igua!l que Fof (Figura.8.6). El numero de raices con
sintomas se obtuvo del conteo de las raices con presencia de oscurecimiento y
ablandamiento de las raices principales, [0 que no corresponde, necesariamente,
a una respuesta adversa de las raices. La evaluacion de estos parametros no
mostro diferencias significativas estadisticamente en la mayoria de los casos, o
que se hizo evidente la importancia del establecimiento de una escala que refleje
el grado de patogenicidad, con mayor prioridad en la descripcidn de los sintomas
de manera clara y precisa, en contraste con los parametros previamente

evaluados como son altura de |z planta, ndmero de hojas o de raices.

8.1.4 Caracterizacion histoldgica de la infeccion

A partir de las muestras obtenidas de las p[a'ntas incculadas con las cepas
patogénicas (FPA y FPC) almacenadas en la solucion fijadora, se tomaron trozos
de la raiz se tom& de 1a parte cercana a la base y de la parte media, se realizaron
los cortes en el cridtomo y se observaron al microscopio. La tincién se realizé
empleando el azul de tripano o cual permite identificarla presencia de miceiio y

esporas de la cepa fungica que se encentraran dentro o fuera de la raiz,
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posteriormente se observd con la fluorescencia {Uvitex 2B), para verificar su
presencia. Los resultados mostraron gue en los cortes de la raiz inoculada con las
cepas patogénicas tanto FPC como FPA presentarcn micelio dentro y fuera de la
raiz, sobresalio la colonizacion del hongo en el sistema vascular, asi como

también la presencia de esporas por todo el haz vascular {Figura 8.9).

Grado de patogenicidad
29}

Do 015 D30

Dias despues de la inoculacion

= =Tostigo -—de=FFA —f=FF{ —@=—Fol

Figura 8.1. Evolucion del grado de patogenicidad in vitro de ias cepas patogénicas
de Fusarium oxysporum ascciadas a la marchitez del agave tequilero. Tomando el
dia cero (D0), dia 15 (D15) y dia 30 (D30), de a cuerdo a la escala arbitraria de 1 a 5. (0):
Testigo negativo, medic de cultivo sin hengo; (FPA): Cepa patogenica A de F. oxysporum
asociada a la marchitez del agave tequilero; (FPC): Cepa patogenica C de F. oxysporum
asociada a la marchitez del agave tequilero y (Fol): Testigo negativo, F. oxysporum fsp.
fycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave tequilero. Se evalud una n=3, los
cuales fueron calculados a partir de un analisis no parametrico Kruskal-Wallis con P<0.05,
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Figura 8.2. Prueba de patogenicidad in vitro de las cepas patogénicas de F.
oxysporum asociadas a la marchitez del agave tequilero. Sintomas observados
después de la inoculacion de Fusarium oxysporum en plantas de Agave tequilana
cultivadas in vitro al dia cero (D0), dia 15 (D15) y dia 30 (D30), de a cuerdo a la escala
arbitraria de 1 a 5. (A, TESTIGO): Testigo negativo, medio de cultivo sin hongo; (B, Fol):
Testigo negativo, F. oxysporum f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave
tequilero; (C, FPA): Cepa patogenica A de F. oxysporum asociada a la marchitez del
agave tequilero y (D, FPC): Cepa patogenica C de F. oxysporum asociada a la marchitez
del agave tequilero.
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Grado de patogenicidad

Do DI Di0

Dias despues de la inoculacidn

= —Testigo ——FPA ~i-FPC —e—Fol

Figura 8.3.Evolucidn del grado de patogenicidad in vitro de las cepas patogénicas
de F. oxysporum asociadas a la marchitez del agave, utilizando Gel Rite como
agente gelificante, Patogericidad in vitro tomada al dia cero (D0}, dia 15 (D15} y dia 30
(D30), de a cuerdo a la escala arbitraria de 1 a 5, se ulilizé como agente gelificante del
medio de cultivo Gel Rite. {0): Testigo negativo, medio de cultivo sin hongo; (FPA). Cepa
pategenica A de F. oxysporum asociada a la marchitez del agave tequilero; (FPC): Cepa
patogerica C de F. oxysporum ascciada a la marchitez del agave tequilero y (Fol):
Testigo negativo, F. oxysporum f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave
tequilero. Se evalué una n=3, los cuales fueron calculades a partir de un anélisis no
paramétrico Kruskal-Wallis con P=0.05.
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Figura 8.4. Prueba de
patogenicidad in vitro de
las cepas patogénicas de F.
oxysporum asociadas a la
marchitez del agave
tequilero, utilizando Gel
Rite como agente
gelificante. Sintomas
observados al dia cero (DO0),
dia 15 (D15) y dia 30 (D30),
de a cuerdo a la escala
arbitraria de 1 a 5. Se utilizé
como agente gelificante Gel
Rite. (A, TESTIGO): Testigo
negativo, medio de cultivo sin
hongo; (B, FPA): Cepa
patogenica A  de F.
oxysporum asociada a la
marchitez del agave
tequilero; (C, FPC): Cepa
patogenica C de F.
oxysporum asociada a la
marchitez del agave
tequilero.
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Figura 8.5. Evolucidn del grado de patogenicidad in planta de las cepas patogénicas
de F. oxysporum asociadas a la marchitez del agave. Plantas de Agave fequilana
cultivadas en invernadero al dia cero (DO), dia 15 (D15), dia 30 {D30) y dia 60 (DE0), de a
cuerde a la escala arbitraria de 1 a 5, se utilizd come inoculo sustrato infestado vy
suspension de esporas. (TESTIGQ): Testigo negativo, sustrato estéril; (Fol): Testigo
negativo, F. oxysporumn f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave
tequitero, (FPA-SP): Cepa patogenica A de F. oxysporum asociada a la marchitez del
agave tequilero incoulada como una suspension de esporas a la base de la planta; (FPA-
ST): Cepa patogenica A incculada en sustrato infestado. (FPC-SP): Cepa patogenica C
inoculada como una suspension de esporas a la base de la planta; (FPC-8T): Cepa
patogenica C incculada en sustrato infestado. Se evalué una n=4, los cuales fueron
calculados a partir de un analisis no paramétrico Kruskal-Wallis con P<0.05.
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TESTIGO

Do D15 D30 D60

Figura 8.8. Prueba de patogenicidad in planta de las cepas patogénicas de F.
oxysporum asociadas a la marchitez del agave tequilero. Plantas de Agave tequilana
cultivadas en invernadero al dia cero (D0), dia 15 (D15), dia 30 (D30) y dia 60 (D60), de a
cuerdo a la escala arbitraria de 1 a 5, se utilizdé como inoculo sustrato infestado y
suspension de esporas. (A: TESTIGO): Testigo negativo, sustrato estéril; (B: Fol): Testigo
negativo, F. oxysporum f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave
tequilero; (C: FPC-8T): Cepa patogenica C inoculada en sustrato infestado; (D: FPC-SP):
Cepa patogenica C inoculada como una suspension de esporas a la base de la planta;
(E: FPA-ST): Cepa patogenica A inoculada en sustrato infestado (F: FPA-SP): Cepa
patogenica A de F. oxysporum asociada a la marchitez del agave tequilero incoulada
como una suspensién de esporas a la base de la planta.
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D15 D30 Deo

FPAST

D15 D30 D60

Figura 8.8. Prueba de patogenicidad in planta de las cepas patogénicas de F.
oxysporum asociadas a la marchitez del agave tequilero (Continuacion).
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Parametros anatomicos

Figura 8.6. Parametros anatémicos evaluados en la prueba de patogenicidad in
planta de las cepa patogénica FPC de F. oxysporum asociadas a la marchitez del
agave. (TESTIGO): Testigo negativo, sustrato estéril; (Fol): Testigo negativo, F.
oxysporum f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave tequilero, (FPC-SP):
Cepa patogenica C inoculada como una suspension de esporas a la base de la planta;
(FPC-ST): Cepa patogenica C inoculada en sustrato infestado. Se evalué una n=4, los
cuales fueron calculados a partir de un analisis no paramétrico Tukey con P<0.05.
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Figura 8.7. Parametros anatémicos evaluados en la prueba de patogenicidad in
planta de las cepa patogénica FPA de F. oxysporum asociadas a la marchitez del
agave. (TESTIGO):. Testigo negativo, sustrato estéril; (Fol): Testigo negativo, F.
oxysporum f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave tequilero, (FPA-SP):
Cepa patogenica A de F. oxysporum asociada a la marchitez del agave tequilero inculada
como una suspension de esporas a la base de la planta; (FPA-ST): Cepa patogenica A
inoculada en sustrato infestado. Se evalué una n=4, los cuales fueron calculados a partir
de un analisis no paramétrico Tukey con P<0.05.
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Figura 8.9 Caracterizacion histoldgica de la infeccién de raices de A. feguilana por
las cepas patogénicas de F. oxysporum. Cories histologicos de la raiz de plantulas de
Agave tequilana, a la izquierda se presenta el tefido tefido con azul de y a la derecha el
tejido con la tincién con Uvitex 2B {epiflcurescencia). La barra equivale a 50 ym. A:
Testigo, raiz sin inocule de hongo; B: Raiz ingculada con la cepa patogénica FPA, las
flechas indican la presencia de micelio © esporas (& micelio en la superficie de la raiz, by
¢. micelio dentro del tejido de la raiz); C: Raiz inoculada con la cepa patogénica FPC, las
flechas indican la presencia de micelio ¢ esporas (¢ micelic en la parte externa de la raiz
y e: micelio dentro de la raiz en e! haz vascular).
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8.2 AISLAMIENTOS FUNGICOS
Se aislaron cepas de honges de la rizosfera de Agave tequilana Weber var. azul,

utilizando medios de cullivo selectivos para los géneros Trichoderma sp. y
Fusarium sp. Del total de los aislamientos obtenidos, se evaluaron solamente 74
cepas, en su mayoria aquellos aislados de medio selectivo para Trichoderma y
Fusarium, se tomaron como referencia los reportes en los cuales se describen a
estos dos géneros con un efectc antagdnico sobresaliente sobre Fusarium
oxysporum patogeno de ofros cultivos de importancia comercial y agricola
(Figura.8.11).

8.3 ANTAGONISMO IN VITRO

De aquellos aislamientos seleccionados, se evalud su actividad antagénica in vitro
conira las dos cepas patogénicas de Fusarium previamente caracterizadas. Se
realizéd una evaluacion preliminar de los aislamientecs, a esta evaluacion se le
denomino come “actividad antagénica in vifro cualitativa™. Aquellos aislamientos
con una actividad artagénica in vilro sobresaliente se les realizd unz evaluacién
de la actividad antagdnica dencminada como “cuantitativa”, a pariir de la cudl se
chtuvo el porcentaje de inhibicion de cada aistamiento para cada una de las cepas

patogénicas de Fusarium.

8.3.1 Antagonismeo in vitro cualitativa

Como prueba preliminar, o primer filtro, con la finalidad de descartar aquellos
aislamientos que no presentan algin grado de actividad antagdnica contra las
cepas patogénicas de Fusarum, se realizd una evaluacion de actividad antagénica
in vitro cualitativa, se tomaron los datos de los dias 7 y 14, y sus caracteristicas
observadas en la interaccion, asi como el grado de antagonismo a partir de una
escala arbitraria previamente descrita. Las cepas que mostraron un crecimiento
indefinido yfo variable se repitieron al menos en otra ocasién. Algunas de los
aislamiento obtenidos fuercn eliminadas ya que al realizar Ja prueba no crecieron
en el medio de cultivo utilizado, o durante el proceso de resiembra no crecieron

adecuadamente. Al final de los experimentos se observd que un 91.67% de ios
75



aislamientos {uvieron algin grado de actividad antagénica, mientras que solo un
8.33% no mostrd algln grade de actividad antagonica (Figura.8.10}.

A partir de la prugba cualitativa se obtuvo una lista de aiglamientes con algln
grado de actividad antagénica in vifro (Cuadro.8.1), en donde se observd que un
22.22% de los aislamientos evaluados presentarcn una actividad antagonica
scbresaliente y un 25% actividad antagonica maxima (Figura.8.11). A partir de
esta lista, se seleccionaron aquellos aislamientos que presentaron una actividad
antagénica sobresaliente y maxima para su evaluacién de manera cuantitativa.

En las chservaciones de las caracteristicas de interaccion de las cepas evaluadas
en confrontacién con las patogénicas se presentaron dos caracteristicas
principales como es la produccidn de metabolitos al contacto con la cepa
patogénica como se observa en la Figura 812 en que FUHER424A1
(Figura.8.12.A) y KOESP84A2 (Figura.8.12.B) producen metabolitos de color rojo
al tener contacto con el patdgeno, también pudo observarse la liberacidén de
metaboiitos en el medio de cultive que inhiben al patégenc (Figura.8.12.C.D.E.F)
estos metabolitos pueden ser de color rojo, amarillo o naranja. La segunda
caracteristicas principal observada en las cepas evaluadas fue el micoparasitismo
como se muestra en la Figura 8.13 donde FUHER424A1 (Figura.8.13.D) y
KOESPg4AZ (Figura.8.13.E) crecen sobre la zona de contacto con la cepa
patogénica, en TRIHER425A2 (Figura.8.13.B) y TRIHER42B2 (Figura.8.13.C)
actian cubriendo un 75-100% del patogeno y en el micoparasitismo que cubre por
completo la cepa patogénica se observa en FUESP93B2 (Figura.8.13.F). En
contraste KOCOFAT1 (Figura.8.13.A) no presentd un contacto con ninguna de las

dos cepas patogénicas.
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Sin actividad
3%

Figura 8.10. Actividad antagénica in vitro contra Fusarium oxysporum asociado a la
marchitez del agave, de los aislamientos obtenidos de la rizésfera de Agave

tequilana.

o+ | ++ W+t B+ W 4+t

Figura 8.11. Tipo de actividad antagénica in vifro contra F. oxysporum asociado a la
marchitez del agave tequilero, de los aislamientos obtenidos de la rizésfera de
Agave tequilana. Donde: (-): sin actividad; (+): Actividad antagénica minima; (++).
Actividad antagoénica ligera; (+++): Actividad antagénica moderada; (++++). Actividad
antagoénica sobresaliente y (+++++): Actividad antagonica maxima.
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Cuadro 8.1. Caracteristicas de |a actividad antagénica in vitro contra F. oxysporum
asociado a la marchitez del agave tequilero, de los aislamientos obtenidos de la

rizosfera de A. tequilana.

CILAVE ACTIVIDAD OBSERVACIONES
FUESPS3R2 T MY, P3
FUHER423A1 Frtt GS, P3
FUHER424A1 +++++ MYR, GS, P3
FUHER424A3 +++4+ MR, I, P3
FUHER424B1 ++++ I, MR, P3
FUHER424B2 ++++ 1, P3, GS, MR
FULLO1B2 + MR, |
FUPAD33A1 +++++ MY, P3
FUPAD33A2 +ot+ GS, P3, MO
FUPAD33B1 - SA
FUPAD33B2 + SA, MY
KOCOF3A1 + 1, S5A
KOCOF3B1 +4+ GV
KOCOF3B2 ++++ GS, P3, FC
KOEDUBZ2A1 + GL, MY, |
KOEDUB2B1 + GV, M, P3
KOESP83A1 4+ MR, P1
KOESPB83A3 e MR, FAC
KOESPE3B1 o+t GV, MR, P3FA, FC
KOESP83B2 +F+ GS, GV, 1, MY
KOESP84A1 ++++ MY, RxMR, |
KOESP84A2 +4+++ RXMR, FAC
KOESP8481 e+ MR, RxMY, FAC
KOESPB482 4+ FA, P3
KOESP85A1 +++ GS, MY, P3, FAC
KOEZA43B1 - GL
KOLCO4A1 ++++ F3, 1, MY, RxMR
KOLCO4A2 +++ P3, FAC
KOLCO481 +++ GL, |, 8C
KOPAD33A1 ++ SA, GL, 1
KOPAD33B1 +++++ I, MY, PK
KOPAD33B2 +++ I, MY
TRICOF3A1 + GV
TRICOF3AZ2 - GL
TRICOF3A4 - SA
TRICOF3B1 + CV. FC
TRICOF382 +++ CV, FA
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TRICOF3B4 +++ I, CV
TRIEDUB2A1 ++++ I, Pk
TRIEDUB2AZ ++4 I, MY
TRIEDUG2A3 + 1, GS
TRIEDUB2B2 + !
TRIEDUB2B3 ++++ Ix
TRIELI1B1 +++++ GS, P3
TRIELI1B2 +++ [, RxMY
TRIELI1B3 ++++ [, MY
TRIESP83A1 +++++ GS, P1
TRIESP83A2 ++ |
TRIESP83A3 o+t I, MO
TRIESP83A4 ++++ GSs
TRIESP83A5 +++++ RxMR, P3
TRIESPB3B1 +++++ P1, GS
TRIESP83B2 + GL
TRIESP93A1 ++++ GS, 1, RxMB
TRIESPO3A2 +++++ |, P3
TRIESPS3B1 ++ [, MY
TRIESPS3RB2 ++ GL, SC, MY, |
TRIEZA2B3 +++++ P3, GS, FAC
TRIEZA43A1 - GS,5A
TRIHER424A1 + I, GL
TRIHER424B1 ++++ MO, P3, I
TRIHER424B2 +++++ I, MR
TRIHER425A2 +++++ 1, MR
TRILCB2A1 + GL
TRILCB2B1 ++++ RxMO, 1
TRILCO4A1 o+t MO, |, GL
TRILCO4A2 +++ I, RxMR
TRILLO1AZ + I, GL
TRILLO1B1 + GL, SA
TRILLO1B2 ++ I, GL, FCMR. FAMY
TRIPAD33B1 ++++ 1, MY, FA
TRIYER1A1 +++++ GS, P3, MY, FAC
TRIYER1B1 ++ GL, |, FAC
TRIYER1B2 - SA, GL

{-}: sin actividad. (+): Aclividad antagonica minima. {(++); Actividad antagonica ligera. {+++):
Actividad antagonica moderada. (++++): Actividad antagénica sobresaliente. (+++++): Actividad
antagdnica maxima.
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Figura 8.12. Caracteristicas de la actividad antagénica in vitro, produccién de
metabolitos; liberados al medio de cultivo en confrontacién con las cepas patogénicas
FPA y FPC. Liberaciéon de metabolitos al contacto con la cepa patogénica: (A):
FUHER424A1 y (B): KOESP84AZ2; liberacién de metabolitos al medio de cultivo: (C):
KOPAD33A1, (D): TRIELI1B1, (E): TRIHER425A2 y (F): TRIHER42B2.
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Figura 8.13. Caracteristicas de la actividad antagénica in vitro, micoparasitismo e
inhibicién del crecimiento; observado sobre las cepas patogénicas FPA y FPC.
Inhibicién sin contacto entre las dos cepas: (A) KOCOFA1, micoparasitismo P1: (D)
FUHER424A1 y (E): KOESP84A2; micoparasitismo P2: (B) TRIHER425A2 y (C)
TRIHER42B2 y micoparasitismo P3: (F) FUESP93B2.
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8.3.2 Antagonismo /n vitro cuantitativa

Los aislamientos fungicos que presentaron actividad antagonica in vitro
sobresaliente y maxima, fueron evaluados de nueva cuenta en la prueba de
antagonismo in vitro, aunque en esta ocasion se buscé obtener el porcentaje de
inhibicidn contra cada una de las cepas de Fusarium previamente caracterizadas,
lo gue se consideré como la evaluacien de la actividad antagénica in vifro
cuantitativa. Para eslo, se tomaron las medidas de su crecimiento en
confrontacion con las cepas patogénicas al dia 7 y 14, teniéndose como testigos
FPA y FPC en medio de cultivo libre de hongo, lo que fue considerado como las
condiciones normales de crecimientos, ademas de que se observaron las
caracteristicas de inhibicidn presentes en la confrontacion (Figura.8.14).

En el cuadro 8.2 se presenta el porcentaje de inhibicion que se cbtuvieron de los
aislamientos evaluados, donde se observd que para FPA el porcentaje minime de
inhibicion fue de 45.54% y el maximo de 83%, y las caracteristicas de inhibicién
que se presentd con mayor frecuencia fue la produccidn de metabolitos observado
en mas del 90% de los aislamientos. Otra de las caracteristicas presentadas fue la
presencia de algin tipo de micoparasitismo con un 98% y en cuanto al crecimiente
rapido se observd en menos del 50% de los aislamientos. Por otro lado, FPC
presentd un porcentaje de inhibicion que abarcd del 43.14% ai 80.12%, mientras
que en las caracteristicas de su antagonismo las mas recurrentes fueron la
produccién de metabolitos v el micoparasitismo presentes en un 99% los
aislamientos y en cuanto al crecimiento rapido se observé en un 50% de los
aislamientos. Los aislamientos que presentaron un mayer porcentaje de inhibicién
en confrontacién con las dos cepas patogénicas fueron TRIESP83A4 vy
FUESP93B2, en contraste con los porcentajes minimos los presentaron
" TRIEDU62A1 y KOESP84A2 (Figura.8.14.C).

En las observaciones del crecimiento de los testigos al dia final (14) de las cepas
patogénicas se observd un crecimiento equivalente entre ellas (Figura.8.14.A.B).
Algunos de los aislamientos presentan ciertas caracteristicas como es la falta de
contacto entre su micelic y la de [as cepas patogénicas, esto se observo como una

inhibicién del crecimiento de la cepa patogénica y la presencia de un espacio libre
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de micelic entre ambos hongos, como ejemplo esta KOESPS4A2
(Figura.8.14.C.D). Por otra parte, los aislamientos FUHER424A1
(Figura.8.14.K.L) y TRIHER425A2 (Figura.8.14.G.H) presentaron un tipo de
micoparasitismo P3, cubriendo solo la zona de contacto, mientras que TRIELI1B1
(Figura.8.14.E.F) presentd el micoparasitismo tipo P2 al cubrir un 50-74% de la
cepa patogénica. Por cotro lado en TRIHER42B2 en confrontacion con FPA
{Figura.B.14.l) presento micoparasitismo tipo P1 al cubrir un 75-100% de la cepa
patogénica y en confrontacién con FPC (Figura.8.14.J). Finalmente, se presenta
TRIHER42B2 en donde no se presenta un coniacto directo equivalente a lo
descrito con KOESP34A2 (Figura.8.14.D).

8.4 PATOGENICIDAD DE LOS AISLAMIENTOS FUNGICOS EN Agave
tequilana
A los aislamientos seleccionadcs al azar se les evalud su grade de patogenicidad

tanto in vitro como in planta.

8.4.1 Patogenicidad in vitro

Se evalud el grado de pategenicidad en plantulas cultivadas y mantenidas in vitro
para cada uno de los cinco aislamientos flngicos seleccionados, se utilizaron
como testigos plantulas inoculadas con medio de cultivo sin hongo, plantuias
incculadas con Fol y la cepa patogénica de referencia FPC, como se describe en
el apartado 7.5.2.1. Se tomaron como fechas representativas los dias 0, 15y 30,
al observarse que se presentaron los mayeres contrastes de los sintomas de
acuerdo a la escala de patcgenicidad propuesta. Donde el dia 30 fue considerado
como el final del experimente, los resultados mostraron que cuatro aislamientos no
presentaron diferencias significativas con respecto  al teétigo sin  hongo
(Figura.8.15). Sin embargo, TRIHER425A2 si presento una diferencia significativa,
equivalente al observado en las plantulas incculadas con Fol, pero menor a lo
cbservado con la cepa patogénica FPC. Por otro lado, KOESP84A2 y
TRIHER42B2 presentaron un menor grado de patogenicidad aungque no presento

una diferencia significativa con respecto al testigo, destacaron las cepas
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FUHER424A1 Y TRIELI1B1 las cuales presentaron un grado de patogenicidad por
debajo de 1.6, y no ser significativamente diferentes con respecto al testigo
(Figura.8.16.F.D).

Entre las caracteristicas observadas en cada una de las piantulas, en caso de las
inoculadas con FPC, utilizade como testigo positivo, se observd que al dia 15 se
presentd al menos una hoja muerta y al dia final la plantula esta completamente
muerta, con presencia de micelio sobre su superficie foliar y una presencia minima
sobre el medio de cultivo (Figura.8.16.B). Sin embargo, el aislamiento que
presentd una diferencia aunque no estadistica con respecto al testige sin inoculo
fue TRIHER425A2 con un grado de patogenicidad de 2.29 que equivale gue entre
un 25-50% de! area de las plantulas presentan sintomas de enfermedad. También
se observé que al dia 15 las plantulas presentaron un cambio de coloracion en el
margen de [as hojas de ias plantulas y al dia 30 estas hojas se comenzaron a
marchitar, el cual inicio por las puntas y recorriéndcse a la base de la plantula
(Figura.8.16.H). Por otro lado, con los aislamientos TRIHER42B2 y KOESP84A2
se observd un grado de patogenicidad de 2, que equivale un 25% detl area de ias
plantulas con sintomas de enfermedad. Para TRIHER42B2 (Figura.8.16.G) se
observo que al dia 15 se presentd un marchitamiento gue inicio en las puntas de
las hojas y al dia final al menos una hoja se marchita compietamente, presentande
crecimiento de micelio sobre su supetficie y ligeramente sobre el medio de cultivo,
Por parte en KOESP84A2 (Figura.8.16.E), se observaron caracteristicas similares
a TRIHER42B2. Finaimente, a partir de los resultados se obtuve que en la prueba
de patogenicidad in vifro, el aislamiento TRIHER425A2, presentd el grade de
patogenicidad mayor con respecio a los cinco aislamientos evaluados, aunque no

fue equivalente al testigo positivo (FPC).
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Cuadro 8.2. Evaluacién cuantitativa de la actividad antagdnica in vitro. Porcentaje de
inhibicién del crecimiento de los aislamientos flingicos contra las cepas patogénicas FPA
{A) y FPC (C), y las caracteristicas det antaganisma que presentaron.

INHIBICION (%)

CARACTERISTICAS DE INHIBICION

CLAVE
A Cc A c

FUESP93B2 7859 7495 GS, MO, P3, | GS. M. I, P3
FUHER423A1 54.29 49.50 IRX I
FUHER424A1 50.88 46.67 I, MR,MORX,P3 I, MR.MBRX.P3
FUHER424A3 83.71 5717 I, MO, P2 . MR, P3
FUPAD33A2 €682 56.79 I, MY, P3 |, MY, P3
KOESP83A3 4584 56.15 1, MR, P3 GS, . MR, P3
KOESP83A1 6498 71.33 MR, RXMO, |, P3, G MQ, 1, G, P3
KOESPB4A2 48.05 43.14 LMYRX, P3 1, MYRX
KOPAD33B1 6338 _69.12 GS, |, P3, RXR GS, |, P3, RXMR
TRIEDUS2A1 4554 51.85 ,P3 LP3
TRIELI1B1 5743 5244 GS. |, MYRX, P1 GS, |, MY, P1
TRIESP83A3 4948 56.15 GS, LMY, MO, P3 GS, [, MO, P3
TRIESP83A4 8300  80C.12 |, G, Pt IRXMR, 1, P1, G
TRIESP83AS 5647 54.17 MR, GS, P3, IRX | MR, GS, | IRX, P3
TRIESP83B1 6545 64.04 GS, |, MY, P1 GS, |, MY, P1
TRIEZAZB3 57.92 7174 G§, |, MY, MORX, P3 GS, I, MY, MO, P3
TRIHER425A2 60.38  54.15 GS, |, MR, MCRX, P3 GS, I, MY, MO, P3
TRIHER42562 48.73 47.96 I.MR,MY .MR,MY,P3
TRIYER1A1 50.12  65.04 GS, I, MY, MB GS, |, MY, MO, P3

GS: Crecimiento rapide, I: inhibicidn, IRX: Inhibicion sin contacto con la cepa patogénica, MR;
Produccién de metabelitos rojos al medio, MY: Producciin de metabolites amarillos al medio, MO:
Produccién de metabeiitos naranjas al medio, MB: Produccién de metabotites cafés al medic MRX;
Produccion de metabolitos al contacto con la cepa pategénica, P1: Micoparasitismo cubre del 75 ai
100% de la cepa patogeénica , P2: Micoparasitismo cubre del 30 al 70% de la cepa patogénica , P3:

Micoparasitismo cubre el sitio de contacto con la cepa patogénica.
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Figura 8.14.
Caracteristicas
de la evaluacién
cuantitativa de la
actividad
antagénica in
vitro. Los
aislamientos
seleccionados en
confrontacién con
las cepas
patogénicas FPAy
FPC al dia 14.

A: Testigo FPA;

B: testigo FPC;

C: KOESP84A2 vs
FPA;

D: KOESP84A2 vs
FPC.
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Figura 8.14
(Continuacién).
Caracteristicas de
la evaluacién
cuantitativa de la
actividad
antagénica in
vitro.

E: TRIELIMB1 wvs
FPA;

F: TRIEL1B1 vs
FPC;

G: TRIHER425A2
vs FPA;

H: TRIHER425A2
vs FPC
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Figura 8.14
(Continuacién).Ca
racteristicas de la
evaluacién
cuantitativa de la
actividad
antagoénica in
vitro.

I: TRIHER42B2 vs
FPA;

J: TRIHER42B2 vs
FPC;

K: FUHER424A1
vs FPA Y

L: FUHER424A1 vs
FPC.
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Figura 8.15. Evolucién dei grado de patogenicidad in vitro de los aislamientos
seleccionados. Aislamientos seleccionados en plantas de Agave tequilana cullivadas in
vitro al dia cero (D0}, dia 15 {D15) y dia 30 (D30}, de a cuerdo a la escala arbitrariade 1 a
5. (0}: Testigo negativo, medio de cultivo sin hengo; (FPC): Cepa patogenica de referencia
C; (Fol): Testigo negativo, F. oxysporum f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera
de agave; FUHER424A1, KOESP84A2, TRIELIMB1, TRIHER428B2, TRIHER425A2:
aislamientos seleccionados. Se evalud una n=4, los cuales fueron calculados a partir de
un analisis no paramétrice Kruskal-Wallis con P=0.05.
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TESTIGOD
5 7 LT Figura 8.16. Prueba de
} ; patogenicidad in vitro
de los aislamientos
seleccionados.

Inoculacion de Fusarium
oxysporum en plantas de
Agave tequilana
cultivadas in vitro al dia
cero (D0), dia 15 (D15) y
dia 30 (D30), de a cuerdo
a la escala arbitraria de 1
a 5 (A, TESTIGO):
Testigo negativo, medio
de cultivo sin hongo; (B,
FPC): Testigo positivo,
cepa patogenica de
referencia (G, Fol):
Testigo negativo, F.
oxysporum f.sp.
lycopersici, cepa
patogénica no hospedera
de agave;. Aislamientos
seleccionados:

D: FUHER424AT1;

E: KOESP84AZ;

F: TRIELI1B1;

G: TRIHER42B2 y

H: TRIHER425A2.
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Figura 8.16.
(Continuacién) Prueba de
patogenicidad in vitro de
los aislamientos
seleccionados.

G: TRIHER42B2 y

H: TRIHER425A2.

0o D15 ~ Dpao
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8.4.2 Patogenicidad in planta

Se evalud el grado de patogenicidad de cada aistamiento fungico seteccionadc en
planiulas cultivadas y mantenidas en inveradero bajo condiciones controladas.
Como testigo negativo se utilizaron medio SAA inoculade con agua estéril (0) y
sustrato infestado de Fol, como testigo positivo se utilizd la cepa patogénica de
referencia FPC de acuerdo a la descripcidn del apartado 7.5.2.2. Se tomaron
datos representativos a los dias 0, 15, 30 y 60, al observarse que en éstos se
presentan los mayores contrastes en los sintomas de acuerdo a la escala de
patogenicidad propuesta, considerado como el final del experimento el dia 60
después de la inoculacion. De nueva cuenta, se obtuvo una diferencia significativa
con respecto al testigo (0) de TRIHNER425A2, ademas de alcanzar el valor
presentado por FPC. Por otro lado, KOESF84A2 no presentd una diferencia
estadisticamente significativa pero si una tendencia considerable en el incremente
del grado de patogenicidad, en comparacién con el testigo. Por el contrario,
FUHER424A1 no presentd ningan sintoma de enfermedad en las plantas
manteniendo las piantulas en condiciones consideradas como Optimas
(Figura.8.17). £l aislamiento TRIHER25A2, presentd sintomas evidentes desde &}
dia 15 (Figura.B.18.H), como un cambio de coloracidn en las hcjas
(“amarillamiento™ y un plegado en la parte media de las hojas o encarrujamiento,
mientras que ai dia 60 estas hojas se comenzaron a secar iniciando por la punta y
con micelio sobre su superficie, también se observd qué al menos una hoja
completa se marchita completamente con necrosis. En el caso de KOESP84A2
(Figura.8.18.E), en el dia 15 se observéd una mancha necrética con un halo
clorético en una hoja, ademas de la presencia de clorosis en los bordes foliares,
mientras que al dia 60 presentd una mayor clorosis en los bordes foliares y
aumento la presencia de manchas cloréticas aunque de menor tamafio. Por su
parte, el aislamiento TRIHER42B2 (Figura.B.18.G) presenta un ligero
encarrujamiento y al menos una hoja pequefia completa de la base de la planta
con necrosis, ademas de que algunas plantulas presentan pequefias manchas
necréticas. En contraste, FUHER424A1 y TRIELI1B1 que no presentaron hojas

con sintomas, solo un ligero encarrujamiento en alguna hoja (Figura.8.18.D.F).
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—m=TRIMERA25A2
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Figura 8.17. Evolucién del grado de patogenicidad in planta de jos aislamientos
seleccionados. Plantas inoculadas con Fusarium oxysporum en plantas de Agave
tequilana cultivadas en invernadero al dia cero (D0), dia 15 (D15), dia 30 (D30) y dia 60
(D&Q), de a cuerdo a la escala arbitraria de 1 a 5. (TESTIGO): Testigo negative, medio de
cultiva sin hongo; (FPC): Cepa patogenica de referencia C; (FOL): Testigo negativo, F.
oxysporum f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave; (FUHER424A1,
KOESP84A2, TRIELMB1, TRIHER42B2, TRIHER425A2): aislamientos seleccionados.
Se evalud una n=4, los cuales fuercn calculados a partir de un andlisis no paramétrico
Kruskal-Wallis con Ps0.05.
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Figura 8.18. Prueba de patogenicidad in planta de los aislamientos seleccionados.
Plantas inoculadas con los aislamientos fungicos seleccionados en plantas de Agave
tequilana cultivadas en invernadero al dia cero (D0), dia 15 (D15), dia 30 (D30) y dia 60
(D60), de a cuerdo a la escala arbitraria de 1 a 5, se utilizdé como inoculo sustrato
infestado. (A, TESTIGO): Testigo negativo, sustrato estéril; (B, FPC): Cepa patogenica C
inoculada en sustrato infestado; (C, FOL): Testigo negativo, F. oxysporum fsp.
lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave; aislamientos flingicos seleccionados
(D): FUHER424A1; (E): KOESP84A2; (F). TRIELI1B1; (G): TRIHER42B2 y (H):
TRIHER425A2.
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FUHER424A1

DO DI5 D30 D60

DO D15 D30 D60
Figura 8.18 (Continuacidén). Prueba de patogenicidad in planta de los aisiamientos
seleccionados. (D): FUHER424A1; (E): KOESP84A2; F): TRIELI1B1.
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TRIHER42B82

Do D15 D30 D&o

TRIHER425A2

Do D1 D30 Dso

Figura 8.18 (Continuacién). Prueba de patogenicidad in planta de los aislamientos
seleccionados. (G): TRIHER42B2; (H): TRIHER425A2.

8.5 EVALUACION DEL POTENCIAL COMO AGENTES DE CONTROL
BIOLOGICO Y BIOFERTILIZANTES DE LOS AISLAMIENTOS FUNGICOS.
8.5.1 Evaluacién de actividad antagodnica in planta
A los cinco aislamientos fungicos se les evalud su actividad antagénica en planta,
para conocer su potencial como agente de control bioldégico contra la marchitez del
agave tequilero asociado a Fusarium sp. Para esto, se utilizaron plantulas de A.
tequilana aclimatadas en invernadero obtenidos a partir de cultivos in vitro. Estas
plantulas fueron inoculadas con cada uno de los aislamientos fingicos y
mantenidas en contacto con los aislamientos durante 15 d. Posteriormente, el
sustrato fue retirado y trasplantado en sustrato infestado con la cepa patogénica
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de referencia (FPC), y dejadc en contacto durante 75 d bajo condicicnes
controiadas, Como testigos negatives se utilizaron plantulas mantenidas en
sustrato al cual se le agregd agua estérl y sustrato infestado con Fol (ho-
hospedero para el agave tequilerc), como testigo positivo sustrato infestade con
FPC sin previa inoculaciéon de alglin aislade fungico. Se determind el grado de
patogenicidad de acuerdo a la escala arbitraria previamente descrita, se tomaron
datos cada 15 d durante 75 d, cabe sehalar que los dias 15, 30 y 60 se
considerarcn determinantes para observar los cambios méas evidentes. Los
resultados mostraron que de los cince aislamientos, FUHER424A1 presentd un
grado de proteccion contra FPC, equivalente al testigo sin inocular (Figura.8.19),
solo se observaron como sintoma un ligero encarrujamiento en la parte media de
las hojas (Figura.8.20.D). Por ofro lado, los cuatro aislamientos restantes no
presentaron un grado de proteccion contra la cepa patogénica, al presertar un
grado de patogenicidad equivalente a FPC. Destaco TRIHER4282, en donde se
observd gue el grado de patogenicidad, fue incluse mayor al observado en FPC, lo
que puede considerarse como un efecto coadyuvante para la patogenicidad de
FPC (Figura.8.20.G). Los tres aislamientos (KOESP84A2, TRIHER4282 vy
TRIHER4256A2) presentaron al menos una hoja con sintomas, iniciando el
marchitamiento en las puntas y con micelio sobre las hojas muertas, ademés se
observo un ligero encarrujamiento en las puntas de estas hojas
{Figura.8.20.E.G.H), un sintoma adicional en TRIHER425A2 fue la presencia de
un cambio en la coloracion de la pléntula (Figura.8.20.H). Los sintomas iniciales
pudieron observarse a partir del dia 15 después de la inoculacién con FPC, en

practicamente todos los tratamientos, aunque se vuelven mas evidentes al dia 60.
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Dias despues de fa inocutacién

Figura 8.19. Evolucion de ia actividad antagénica in planta de los aislamientos
seleccionados. Proteccién de los aislamientos contra la cepa patogenica de referencia
FPC en plantulas de Agave fequilana cultivadas en invernaderc al dia cero (DO), dia 15
(D15), dia 30 (D30} y dia 60 (D60), de a cuerdo a la escala arbitraria de 1 a 5.
(TESTIGO): Testigo negativo, sustrato estéril; (FPC): Cepa patogenica de referencia C;
(FOL): Testigo negativo, F. oxysporum f.sp. ycopersici, cepa patogénica no hospedera
de agave:; (FUHER424A1, KOESP84AZ, TRIELI1B1, TRIHER42B2, TRIHER425A2):
aislarmientos seleccicnados. Se evalud una n=4, los cuales fueron calculados a partir de
un analisis no paramétrice Kruskal-Wallis con P<0.05.
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Figura 8.20. Prueba de actividad antagénica in planta de los aislamientos
seleccionados. Plantulas de Agave fequilana cultivadas en invernadero previamente
inoculados con los aislamientos fungicos seleccionados y confrontados con la cepa
patogenica de referencia al dia cero (DQ), dia 15 (D15), dia 30 (D30) y dia 60 (D60), de a
cuerdo a la escala arbitraria de 1 a 5. (A, TESTIGO): Testigo negativo, sustrato estéril; (B,
FPC): Cepa patogenica C inoculada en sustrato infestado; (C, FOL): Testigo negativo, F.
oxysporum f.sp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave; aislamientos
fungicos seleccionados (D): FUHER424A1; (E): KOESP84A2; (F): TRIELI1B1; (G):
TRIHER42B2 y (H): TRIHER425A2.
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DO ' D15 D30 D60
T_'RIHER4:5A:

Do D15 D30 D&

Figura 8.20. (Continuacién) Prueba de actividad antagénica in planta de los
aislamientos seleccionados. (E): KOESPB4A2; (F): TRIELI1B1; (G): TRIHER42B2; (H):

TRIHER425A2.
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En lo que respecta a los cambios en los pardmetros anatémicos evaluados, los
resultados mostraron que en el ndmero de hojas y raices, longitud de la raiz mayor
no presentaron una diferencia estadisticamente significativa con respecto a los
testigos. Sin embargo, en la altura de la planta FUHER424A1 si presenté un
incremento  significativo  estadisticamente, mientras que KOESP84A4 vy
TRIHER42B2, presentaron una disminucion de su altura atribuible a los sintomas
presentes en estas plantulas (Cuadro 8.3). En lo que respecta al nimero de hojas
con sintomas, TRIHER425A2 cbtuvo una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al testigo (3). En la longitud de raiz, KOESP84A4 y TRIELINB1
presentaron una diferencia estadisticamente significativa. Por otra parte,
TRIHER425A2, FUHER424A1, TRIHER42B2 y FPC en el nimero de raices con
sintomas presentaron una diferencia estadisticamente significativa con respecto al
testigo (Cuadro 8.3). Finalmente, FUHER424A1 fue e! fratamientc gue se
mantuvo en el rango equivalente al testige negativo (). A partir de estos
resultados, se observd que los parametros anatébmicos gque presentaron
diferencias significativas y que podrian ser de interés para futuras evaluaciones

serian el nimero de rajces y hojas infectadas.

Cuadro 8.3. Parametros anatdémicos evaluados en la prueba de antagonismo in
planta de los aislamientos fungicos seleccionados.

No HOJAS RAIZ OE No RAICES
TRATAMIENTO ﬁt}ﬂ?ﬁ " gﬂ‘;s CON "Qigo MAYOR  No RAICES CON

SINTOMAS LONGITUD SINTOMAS
TESTIGO 1222k 1.00a Jab 2.71b 10.89 a 18.56 a 1.25a
FPC 0.50ab 1.00a 1.00b 0.60a 5.01a 27.25a 10.13 b
FUHER424A1 253b 0580a Oa 05013 1493 a 26262 787hb
KOESP84A2 -1.38a 1.00a 1.00b 0.35 ab 12.86 a 24.37 a 788D
TRIELI1B1 050ab 1Q0a 1.18b 0.50a 14.04 a 2535a 6.40 ab

TRIHER42B2 138ab 075a 245¢ 0.25 ab 6.00 a 27.25a . 1213b
TRIHER425A2 -1.50ab 050a 1.00b 0.50a 11.01a 228%a 9.08b
(TESTIGO): Testigo negative, sustrato estéril; {FPC). Cepa patogenica de referencia C; (Fel):
Testigc negative, F. oxysporum fsp. lycopersici, cepa patogénica no hospedera de agave;
{(FUHER424A1, KOESP84A2, TRIELI1B1, TRIHER42B2, TRIHERA425A2). Aislamientos
seleccionados. Se evelud una n=4, donde ias letras distintas en la misma columna indican
diferencias significativas, seguin la prueba de Tukey con P<0.05.
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8.5.2 Actividad benéfica en planta

De manera paralela a la evaluacion de antagonismo en planta, se realizé la
evaluacién de la aclividad benéfica de los cinco aislamientos fungicos para
obtener su potencial como bicfertilizante. Para esto, se evaluaron diferentes
parametros anatdmicos y fisioldgicos de las plantulas de A tequilana incculadas
con cada aislamiento y como testigo se utilizaron pléntulas incculadas con agua
estéril. Se realizaron inspecciones visuales del grado de patogenicidad cada 15 d
por 80 d. Al inicio (DO) v al final (D80) del experimento se tomaron las medidas de
los paréametros anatémicos {crecimiento de la raiz, ramificaciones de la raiz,
crecimiento vegetativo y densidad estomatica) y los parametros fisiolégicos se
evaluaron al dia 60 de acuerdo a Barragan-Barragan (2001).

Sin embargo, aun cuande se trato de utilizar plantulas de A. fequilana con
caracteristicas anatdmicas homogéneas provenientes de cultive in vitro, estas
presentaron ligeras diferencias, que no fueron estadisticamente significativas, en
los parametros como el nimerc de hojas, raices y altura de la planta, por este fin
se tomaron estas variables para cada planta al dia 0 (D0). A partir de estos dates
fue posible obtener los porceniajes de aumenio tanto de crecimiento, ndimerc de
raices, longitud de la rafz, etc. (Cuadro 8.4). Para esto se utilizd la siguierte

formuia segun correspondid:

%Cr = (CDB0 - CDO) *100/ C60)

%Cr: Porcentaje de crecimiento del parametro anatémico.
CDO: Premedio del vaior inicial del parametro anatdmico en el dia cero (D0).
CD60: Promedio del valor final del parametro anatémico en el dia 60 (D&0).

8.5.2.1 Variables anatomicas evaluadas

8.5.2.1.1 Crecimiento de 1a raiz

Se evalud el crecimiento de la raiz, se tomarcn datos del crecimiento promedio de
la raiz, asi como ia raiz con mayor longitud. Los resultados se musestran en el

Cuadro 8.5. Se observd que el crecimiento promedio de raiz fue menor con
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respecto al testigo en tres de los aislamientos (FUHER424A1, TRIHER4282 Y
TRIHER425A2), mientras que TRIELI1B presenté un ligero aumento con respecta
al testigo, destacande KOESP84A2 con 3.1 cm, aungque no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). En cuanto al crecimiento de ia
raiz con mayor longitud, destaca TRIELI1B1 que presentd un aumento con
respecto al testige, en contraste a los otros cuatro aislamientos, que presentaron
una disminucion con respecto al testigo. En contraste, FUHER424A1 no presentd
una raiz con longitud sobresaliente como en los otros aislamientos o el testigo
(Cuadro 8.5),

8.5.2.1.2 Ramificaciones de la raiz

Para la evaluacion de las ramificaciones de la raiz se conté el nimero de raices de
cada plantula como se muestra en el Cuadro 8.4. En el numero de raices no se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa, pero si hubo un ligere
incremento con respecto al testigo en los cuatro aislamientos que va de 3.6 a 875
raices. Por otra parte, se contd el numero de raices que presentaron sintomas de
infeccion o colonizacion, observada como un oscurecimiento, pudricidn ©
marchitamiento de la raiz. De todos los aislamientos, destacé de manera
importante KOESP84A2 ai presentar una diferencia significativa con respecto al
testigo, aungue todos los aislamientos presentaron un incremente en el ndmero de
raices con sintomas que va de 2.4 a 6.8 raices (Cuadro.8.5).

8.5.2.1.3 Crecimiento vegetativo

Para la evaluacidn del crecimiento vegetativo de las planiulas después de la
inoculacion con cada uno de los aislamientos evaluados, se midid la altura de la
plantula, longitud vy ancho de las hojas. La altura de las plantulas se midi6 de la
base de la plania hasta la punta de la hoja mas larga, se encontrd un incremento
estadisticamente significativo con respecto al testigo en FUHER424A1, TRIELIMBA
y TRIHER425A2, mientras que los 2 aislamientos restantes KOESP84A2 y
TRIHER42B2 presentaron una disminucién en el crecimiento vegetal {P<0.05). En

la medicién del largo de hoja se tomd en cuenta la hoja mas larga midiendo desde
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la base hasta la punta, siendo TRIHER425A2 la que presentd una diferencia
estadisticamente significativa, mientras que para el ancho de hoja KOESP84A2
fue la que sobresalio significativamente. En lo que respecta al nimero de hojas no
se presentaron diferencias significativas con respacto al testigo. Finalmente, para
el ndmero de hojas con sintomas no se presentd una diferencia estadistica, pero si
se observd una tendencia en el incremento con respecto al testigo de
TRIHER425A2 (Cuadro 8.5).

8.5.2.1.4 Densidad estomatica

La variacion de la densidad estomatica se obiuve mediante un conteo del nimero
de estomas de la parte axial de las hojas que no presentaban ninglin sintoma de
enfermedad ¢ de hojas que tuvieran menos dafio, el dia final del experimento. Las
medicicnes mostraron gque FUHER424A, KOESP84A2 y TRIHER4282
presentaron un incremento significative con respecto al testigo del 303, 190 y
110% respectivamente (Cuadro 8.5). Los aislamientos restantes no mostraron un
incremento estadisticamente significativo manteniéndose dentro del rango del

promedio del testigo.

8.5.2.2 Variables fisiolégicas evaluadas

8.5.2.2.1 Evaluacién de la actividad fotosintética

Para determinar de manera indirecta la actividad fotosintética se determing el
contenide de ciorofila total, asi como de clorofila a y b. En los Cuadros 8.6 y 8.7,
se muestran los niveles del contenido de clorofila total, clorofila "a” y clorofila "b”
en las plantas de A. fequilana inoculadas con cada uno de los aislamientos
seleccionades. Se observd que FUHER424A1 presenté un incremento
estadisticamente significativo con respecto al testigo en el contenido de clorofila
total de 7.55 pg/mL, en clorofila “a” de 3.08 pyg/mL y clorofila *b" 4.5 yg/mL. El otro
aislamientc que presentd un incremento aunque no fue estadisticamente
significativo con respecto at testigo fue TRIELI1B1 aungue solo fue en el contenido

de clorofila total y clorofila “b”.
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8.5.2.2.2 Evaluacion de la eficiencia fotosintética

Para la evaluacion de la eficiencia fotosintética se determind el cambio del pH,
porcentaje de acido malico y acidez nocturna, pardmetros relacionados con la
eficiencia fotosintética, al dia 60 después de la inoculacién del aislamiento. A cada
pléntula inoculada se tomd el pH diurno y noctumo, el cual no presentd
diferencias esiadisticamente significativas con respecto al testigo pero si se
observd una tendencia a disminuir su pH (Cuadro 8.6 y 8.7).

En lo gue respecta al porcentaje de acido mélico, se cbservd que las plantulas
inoculadas presentaron un incremento significativo con respecto al testigo,
destacando de manera importante KOESP84A2 y TRIHER42B2 con un
incremento mayor a 20 veces los valores del testigo, mientras que FUHER424A1,
TRIELI1B1 y TRIHER425A2 presentaron un incrementc del 200, 300 y 100%
respectivamente en comparacion al testigo (Cuadro 8.6 y 8.7).

Finalmente con respecto a la acidez nocturna, se cbservd un incremento
importante de los niveles con respecto al testigo, destacando KOESP84A2 vy
TRIHER42B2 con respecto a lo encontrado en el testigo y a los otros aislamientos,
mientras que FUHER424A1, TRIELI1B1 y TRIHER425A2 no presentaron un
incremento estadisticamente significativo con respecto al testigo (Cuadro 8.6 y

8.7)

8.5.2.2.3 Evaluacién de la acumulacién de azucares

En el Cuadro 8.6 y 8.7 se muestran los valores cbienidos de la evaluacion de
azucares directos de los cinco aislamientos y el testigo, después de 60 dias de la
inoculacion. Se observo que no se presenid un incremento estadisticamente
significativo, aunque si se encontré una tendencia positiva en cuanto al incremento
en el contenido de azucares con respecto al testigo aproximadamente de! 30%
para TRIHER425A2.
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8.6 CARACTERIZACION HISTOLOGICA DE LA COLONIZACION DE
FUHER424A1

A partir de las muestras de raiz obtenidas de las pidntulas de A feguilana
inoculadas con los aislamientos, previamente almacenadas en ta solucién fijadera
(FAA), se tomaron fragmentos de la raiz de su parte cercana a la base y de la
parte media. Se realizaron cortes en el criotomo y se observaron al microscopio
optico vy de fluorescencia. Las raices cbservadas fueron de FUHER424A1 que
presentd un efecto como contrel bioldgico contra F. oxysporum. La cbservacion al
microscopio se realizé con la tincidén de azul de tripano identificando la presencia
de micelio y esporas de la cepa fungica que se encontraran dentro o fuera de la
raiz, posteriormente se observo con {a flusrescencia (Uvitex 2B) y se comprobd su
presencia, En el caso de FUHER424A1se encontrd micelio sobre la superficie de

la raiz y dentro en el haz vascular, as{ como esporas (Figura 8.21).

Cuadre 8.4. Evaluacién de la actividad benéfica de los aislamientos fungicos
seleccionados. Parametros anatomicos.

TRATAMIENTO

VARIABLES TESTIGO  FUHER424A1 KOESP84A2 TRIHER4ZB2 TRIHER25A2 TRIELI1BL
ALTURA DE LA PLANTA 2.50a 438 ab 213 ab 2 zb 4.50b 4.13b
# DE HOJAS 1.25ab 075a 0.75ab 1.50ab 1.25 ab 1.25b
# DE HOJAS INFECTADAS 0.25a 0.00a 0.50 a 050z 1.00 a 0.50a
LARGO DE HOJA 13.18a 1831ab  16.38ab 1812ab  2084b 2014ab
ANCHO DE HOJA 2743 3052 3.19a 2764 274a 3.08z
LONGITUD DE RAIZ 568a 5492 3.55a 4.70a 536a 5.92a
RAIZ CON MAYOR LONGITUD 1550 b 3.00a 1434ab 1282ab  1425ab  18.80b
# DE RAICES 350a 8.25a 11.75a 9753 700a 12252
# DE RAICES CONSINTOMAS  0.00a 245ab 6.82b 5.69 ab 346ab  503ab
# DE ESTOMAS AXIALES 1693 a 73.28¢ 5L16b 3780ab 1744a 2229a
(TESTIGO): Testigo negativo, sustrato estéril; (FUHER424A1, KOESPB4A2, TRIELIB1,

TRIHER42B2, TRIHER425A2); Aislamientos seleccionados. Para la evaluacidon de los parametros
anatomices se tomo una n=4; las letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas.
segun la prueba de Tukey con P<0.05.
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Cuadro 8.5. Porcentaje diferencial de los parametros anatémicos inducidos por los
aislamientos fungicos seleccionados con respecto al testido.

A Raices Aumento
Crecimiento Aumento Aumento c Hojas con en la Aumento

TRATAMIENTO longitudinat foliar (%) del# de sintomas sintomas longitud estomdtico

(%) *! raices (%) ) (%) de fa raiz (%)

(%) (%}

FUHER42A1 7.75 -7.50 13.07 10.74 -6.25 12.50 303.74
KOESP84A2 -2.79 -8.75 18.53 22.88 5.00 104.17 190.55
TRIELI1B1 3.82 -4.94 24.83 17.78 2.32 33.33 26.53
TRIHER42B2 -4.28 5.42 15.52 18.77 3.75 -37.50 110.75
TRIHER425A2 6.53 1.25 10.44 13.92 16.25 -12.50 -1.56

Cuadro 8.6. Evaluacién de la actividad benéfica de los aislamientos fungicos
seleccionados. Parametros fisiolégicos.

TRATAMIENTO

VARIABLES
TESTIGO FUHERZ24A1 KOESP34A2 TRIHER42BZ TRIHER4Z5AZ TRIELIIB1
CLOROFILA (ug/ A 621ab  9.29b 4143  3.49a 3523 5.32ahb
oF) B B 3181ab 831k 237a  225a  2.88ab  52lab
Total 9.99ab  17.54b 6353  567a 6382 10.53b
pH 570a 52043 5.40a 5.40a 5.20a 5103

NOCHE 0.069a 0.047 a 0.056a 0.058a 0.075a 0.079 a

% ACIDO MALICO
DIA 0.064a 00542a 0.0774a 009182 00782  0.0801a

0.0027 oL
NOCHE 0002ab 000172 000192 0.0026ab
ACIDEZ NOCTURNA o ah 002a a 9a a 3
2
(moles/cam’ pa "% oooza %% 0g0a2b cov2sab 00035
CONCENTRACION DE 13802  1370a 1493 1125  180a  121a

AZUCARES
(TESTIGO): Testigo negativo, sustrate estéril; (FUMERA424A1, KOESP84A2, TRIELI1B1,

TRIHER42B2, TRIHER425A2): Aislamientos seleccionados. En {as pruebas del contenide de
clorofila, de pH, en porcentaje de acido malico y acidez necturna se evalud una n=4 y en la
concentracion de azucares n=3. Las letras distintas en la misma fila indican diferencias
significativas, segun la prueba de Tukey con A<0.05.
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Cuadro 8.7. Porcentaje diferencial de los pardmetros fisiologicos inducidos por los
aislamientos fungicos seleccionados con respecto al testigo,

TRATAMIENTOQ
2,

VARIABLES (%) FUHER424A1 KOESP84A2 TRIHERA2B2 TRIHER25A2 TTIBE:-I
DIFERENCIAEN LA A 49,60 -33.33 -43.50 -43.32 -14.33
CONCENTRACION B 118,11 -40.42 -40.94 -24 .41 36.75
DE LA CLOROFILA Total 75.58 -36.04 -43.24 -36.14 5.11
DIFERENCIA DE pH -8.77 -5.26 -5.26 -8.77 -10.53
DIFEREMCIAEN EL  NOCHE -31.88 -18.84 -14.49 3.70 14.49
% ACIDO MALICO DIA -15.30 19.63 41.3¢ 20.56 23.80
DIFERENCIADE LA  NOCHE -25.93 -37.04 -29.63 -3.70 14.81
ACIDEZ NOCTURNA DIA -17.86 39.29 50.00 0.00 25.00
DIFERENCIAEN LA
CONCENTRACION DE AZUCARES -0.72 7.97 -18.84 30.43 -12.32




Figura 8.21. Caracterizacion histolégica de la colonizacion de raices de A. fequilana
por FUHER424A1. Cortes histolégicos de la raiz de plantulas de A. fequilana, a la
izquierda se presenta el teiido tefiido con azu! de y a la derecha el tejido con la tincidn con
Uvitex 2B (epiflourescencia). La barra equivale a 50 ym. A v B: raiz inoculada con el
aislamientc FUER424A1 (a, b, e y d: micelio dentro del tgjido de la raiz y c: micelio en Iz
superficie de la raiz).
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9. DISCUSION

9.1 Caracterizacidn de las cepas patogénicas de Fusarium

La marchitez del agave tequilero es una de las principales enfermedades que
afectan al agave azul, aungue puede estar relaciorada con diferentes factores
como pueden ser deficiencias nutrimentales, condiciones climaticas como la
sequia y el uso de herbicidas, se le atribuye principalmente a2 los hongos
fitopatégenos como Fusariurm sp. ¥ F. oxysporum. Este problema, sin embargo,
fue hasta el reporte de Avila-Miranda et af,, (2010) donde fue posible comprobar y
desarrollar pruebas de patogenicidad que evidencien a nivel experimental la
relacion entre F. oxysporum y la marchitez del agave tequilero. Aunado a esto, los
criterios principales para validar que un aislamiento de Fusanum sp. o F
oxysporum sea el agente causal de la marchitez del agave tequilero, es que haya
sido aislado de plantas con sintomas avanzades de la enfermedad, y evaluar la
patogenicidad con pruebas rapidas convencionales, las cuales han sido adaptadas
de ofras especies vegetales con caracteristicas muy diferentes al agave tequilero,
por ejemplo pruebas de patogenicidad en hojas (Loera-Quezada, 2000), o
agregando una suspension de esporas sobre la parte aérea de cultivos in vifro aun
cuando su sitio de ingreso del patégeno es por la raiz (Soltero-Quintana, 2002).
Por este motivo, en este trabajo un paso inicial fue la caracterizacion de la
paiogenicidad de dos aislamientos de Fusarum oxysporum, que previamente
habian sido aislados de plantas de agave con sintomas avanzados de marchitez
en zonas de cultivo dentro de la DOT. La caracterizacion de las dos cepas de
Fusarium asociadas a la marchitez, sirvid ademas para obtener aquella cepa gue
preseniaran sintomas de marchitez con mayor uniformidad y virulencia en las
plantulas de A. tequilana, para su uso como cepa pategénica de referencia.

Como primer paso para la evaluacion de ia patogenicidad, se desarrolle un ensayo
utilizando plantulas de agave cultivadas in vifro, se considero como principal
prioridad, que la inoculacién fuera realizada por la raiz, establecida como el sitio

de penetracion de F oxysporum (Inoue et al, 2002; Bolwerk et al, 2005). La
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inoculacion se realizé sobre las raices de las plantulas cuidando de no tocar ias
hojas, permitiendo que el contacto de las esporas con la planta fuera solo por las
raices y que este fuera el primer sitio de infeccion, ademas se observé gue si
alguna hoja estaba en contacto con el inoculo esta era colonizada por el hongo vy
causaba los sintomas de marchitez. Sin embarge esto no esta correlacionado con
la patogenicidad en las plantas de A fequilana con la marchitez causada por F.
oxysporum {Loera-Quezada, 2000), al se este un sitioc que de manera natural no
sucede en campo. Uno de los problemas que se presentaron durante el desarrollo
de esta prueba, fue la inadecuada homogenizacion de la suspensién de esporas
en el agente gelificante utilizado (agar 8 g/L) observada como una faita de
uniformidad en el desarrollc de los sintomas, por lo que se opto por utilizar otro
agente (Gel Rite). No obstante, al utilizar Gel Rite, aun cuando los sintomas fueron
uniformes y se presentaron a un tiempo menor, se observo un crecimiento
importante de micelic sobre ef medio de cultivo y sobre la superficie foliar de las
plantulas, acelerando el proceso de infeccidn, por lo que el hongo utilizd este
agente gelificante como fuente de carbeno o nutrimentos. Por este motivo, se apté
por utilizar de nueva cuenta al agar como agente gelificante, que disminuye de
manera importante su concentracion (5 g/L) lo que se reflejé en una mejor
uniformidad de la evolucion de los sintomas, sin el crecimiento importante de
micelio sobre el medio de cultivo. A partir de estas mcdificaciones se logro obtener
una prueba de patogenicidad in vitro, reproducible, uniforme y con resultados en
un tiempo mencr comprendido enfre 15y 30 d.

Por otra parte, tomando de referente la prueba de patogenicidad in vifro, se optd
por realizar dos métodos de inoculacion en uno se utilizo la suspension de esperas
convencional y otra con sustrate infestade con el hongo a evaluar (sustratc SAA).
El método de inoculacion con sustrato SAA infestado, aungue implico mas tiempo
al tener que ser medida la cantidad de sustrato estéril y sustrato infestado en cada
plantula, presentd crecimiento de micelioc en la mayor parte e indico una gran
cantidad de clamidosporas y que al estar en contacto directo con la raiz permitio
que los sintomas de marchitez en las plantulas fue de manera homogénea y

rapida. Un método similar fue el empleado por Ezziyyani et al, {(2004), donde
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utifizaron una combinacion de Agua-Avena-Vermiculita resultando ser rentable paor
su rapido y abundante crecimiento, viabilidad y bajo costo para la produccion de
biomasa de Trichoderma harzianum; por lo que el método utilizado en este trabajo
permitié que el proceso de penetracion en las raices fuera con mayor rapidez y
homogeneidad. Por otra parte, la inoculacion con la suspensién de esporas
aungue presenta menor complejidad al agregar solo el inoculo alrededor de las
plantulas los sintomas de marchitez no se presentaron de manera uniforme y
expresandose en un tiempo mas prolongado que en el inoculo con sustrate, por lo
que, se considera Gue en la suspension las esporas estas primerc tendrian gue
germinar y después penetrar a la raiz e infectarla. De acuerdo a estos resultados,
se utilizd el sustrato SAA infestado en todas las pruebas in planta.

Por ofro lado, los resultados de la caracterizacion de cepas patogénicas
presentaron que la cepa F. oxysporum f.sp. Iycopercisi (Fol) utilizada como testigo
negativo presento ligeros efectos de la marchitez en las plantulas de A. fequilana,
aunque no al nivel de las cepas pateogénicas evaluadas, lo que plantea nuevas
pregurtas al respecto de la susceptibilidad que pudiera existir por parte de A
tequilana para el género Fusanum, algo diferente a lo que se plantea comunmente
ya gue F. oxysporum presenta un alto nivel de especificidad hacia el hospedero,
sobre todo con respecto a formas especiales definidas {Fravel et al, 2002). Sin
embargo, en las cepas patogénicas se observaron diferencias en la presencia de
los sintomas de la marchitez. En el caso de FPA, inicic con necrosis en las puntas
de las hojas, el tiempo de infeccion fue mas prolongado que en FPC y una menor
homogeneidad del desarrollo de los sintomas en las plantulas. Por ei contrario, en
FPC los sintomas de marchitez se presentarcn en un tiempo mas corto y fue mas
homogéneo en las plantulas, iniciando con necrosis en la base de las plantulas
extendiéndose hacia las puntas de las hojas hasta producir necrosis totai; taj como
reportd Soltero-Quintana (2002) donde el desarrollo de ia infeccidn se inicia por la
base de las plantulas cultivadas in vitro y no por las heridas provocadas en las
hojas. En cuanto a los sintomas de las raices producidas por las dos cepas de
Fusarium se observé un oscurecimiento y ablandamiente en fas raices principales,

tomande como raices infectadas o colonizadas por el hongo. Debido a estos
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resultados la cepa patogénica FPC se consideré como la mds virulenta y con
sintomas de marchitez homogéneos, que presentaron un crecimiento rapido
dentre del sistema vascular por lo que los sintomas iniciaron en la base de las
plantulas. En contraste con FPA que presentd un crecimiento lento invadiendo el
sistema vascular en tiempo mas prolongado iniciando los sintomas en las puntas
de las hojas.

En las observaciones al microscopio de 10s cortes histologicos de raiz de plantulas
de agave tequilero, las cuales se tineron con flourccromo Uvitex 2B vy
posteriormente con azul de tripano. Esta uitima tincidn permitié localizar al hongo
para después confirmar su ubicacion y caracteristicas con la flucrescencia. Sin
embargo, el uso del Uvitex 2B presentd problemas ocasionados por e! exceso de
fluorocromo en el tejido ocasionando que no se distinguiera [a presencia del
hongo, por lc que fa observacién de los cortes se realizd tres dias después de la
tincion, para permitir que este exceso se degradara y asi, observar con mayor
facilidad la presencia del hongo en el tejido. En la observacion de las raices
inoculadas con las dos cepas patogénicas se observd micelio alrededor de las
raices y dentro del sistema vascular y esporas, es decir, que el proceso de
infeccion inicio con la colonizacidn de la raiz y que mediante la produccién de
péptidos o fitotoxinas (Di-Prieto et al., 2003) degradan la pared celular de las
raices de las plantulas para penetrar y bloguear el sistema vascular lo que
produce los sintomas de marchitez; este mismo proceso se observd en los
trabajos de Di Prieto y colaboradores (2003) y Michelse y Rep (2009), los cuales
estudiaron el proceso de infeccion de F. oxysporum en plantas de tomate,

Debido a estos resultados y con la caracterizacion de las cepas patogénicas se
setecciond a FPC como cepa de referencia, ya que el proceso de infeccion fue
mayor, al igual que su uniformidad y virulencia. Por ofro lado, el uso de sustrato
SAA infestado con las cepas patogénicas proporciono que el proceso de infeccicn
fuera con mayor rapidez y en el caso del ensayo in wiro, el tipo de inoculacion,
permitic que el desarrollo de los sintomas se observaran de afuera hacia adentro,

algo que se correlaciona con o reportado en |a literatura.
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8.2 Evaluacion preliminar del potencial los aislamientos fingicos para el
control hiolégico.

A lo largo del ciclo de vida del agave azul se presentan una gran diversidad de
interacciones en la rizésfera donde es posible encontrar microorganismos que
pueden ser benéficos, inocuos o patdgenos para la plantas (Madriz, 2002), Por lo
que en diversos estudios se ha encontrado que varias especies de agave forman
interacciones con una gran variedad de microorganismos que proporcionan cierta
ventaja en la busqueda de agentes que actden como biocontrol contra plagas o
fitopatdgenos, con este aprovechamiento se pretende mejorar la sanidad de las
piantas. Estos microorganismos pueden actuar de manera solitaria, dos o méas
microarganismos ya sean bacterias y hongos, se utilizaron diferentes mecanismos
de accién en la inhibicién del patégenc. Debido a esta gran diversidad de
interacciones existen numeresos trabajos en busqueda de microorganismos con
actividad antagdnica conira Fusarium y considerado une de los mas importantes y
principales géneros utilizados y con resultados sobresalientes Trichoderma sp. el
cuzl ha incluide mecanismos que protegen a la planta de agentes patdgenos come
la antibiosis, micoparasitismo, competencia por espacic, mediante desactivacién
de enzimas del patdgeno y por la induccion de resistencia vegetal (Bolwerk , 2005;
Infante ef al., 2009).

Se tomo como base estos estudios, en este trabaio se realizé una bdsqueda de
microorganismos con potencial para ser utilizados como agentes de control
biclégico o bicfertilizantes, enfocandose en los hongos filamentosos,
principalmente de los géneros Trichoderma y Fusarium, dos de los géneros que
han presentado un efecto antagdnico contra cepas patogénicas de F. oxysporum
en diferentes cultivos (Michel-Aceves et al., 2005; Obledo et al., 2003). Para poder
seleccionar aquellos zislamienios que presentaran un posible efecto antagdnico,
se evaluo su actividad antagénica in vitro, se descarto aquellos aislamientos que
no presentaron un efecto antagénico contra cada una de las cepas patogénicas de
Fusarium caracterizadas. A parlir de estas evaluaciones se obtuve un alto
porcentaje de hongos con algun grado de actividad antagdnica (Figura.8.10), gue

en su mayoria fueron aislamientos obtenides de medio selectivo para Trichoderma
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sp. Sin embargo, aun cuando es el procedimiento mas ampliemente utilizado para
la bisqueda de agentes de control biolégico in vifro (Michel-Aceves, 2001; Guigén
y Gonzalez, 2004), no quiere decir que algunas de ellas puedan presentar algun
tipo de antagonismo bajo condiciones de campo (Ezziyyani ef al., 2004), la
seleccidon de estos aislamientos con actividad antagonica esta enfocada
principalmente en la antibiosis y micoparasitismo. Sin embargo, para que el control
bioldgico funcione debe de involucrarse la participacidén de {a planta con el hongo,
como por ejemplo: la induccion de la respuesta vegetal y competencia por espacio
o nutrientes (Fravel ef al., 2003). A partir de esto, los resultados encontrados nos
muestran que los mecanismos de accidn que se presentaron fueron fa preduccion
de metabolitos liberados al medio o al contacto con la cepa patogénica se
presento un color amarillo, rojo, naranja ¢ negro, también se presento algdn tipo
de micoparasitismo, otra caracteristica gue fue determinante fue el crecimiento
rapido, lentc o intermedic de las cepas evaluadas, que se pudo dar por
competencia por nutrimentos y/c por espacio (Jiménez-Pinte, 2005). Debide al alto
porcentaje de aislamiento con algln tipo de actividad antagonica, se obtuvo el
porcentaje de inhibicion de las cepas con actividad antagonica sobresaliente y
maxima, utiizando como referencia las cepas patogénicas de Fusardum en
condiciones normales. En contraste con el trabajo de Martinez ef al., (2008), el
cual tomo el porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial a las 72 h en cepas de
Trichoderma, el crecimiento de las cepas de Fusarium llego a su maximo al dia 14,
lo que hizo necesaric seleccionar dos fechas una al dia 7, donde se observa el
contacto entre ambos aislamientos en su mayoria, y el dia 14, cuando el cultive de
Fusarium cubre completamente la placa. Por lo que el porcentaje de inhibicidén se
considero hasta este dia. En los resuttados se encontrd gue dos cepas sobresalen
con alto porcentaje de inhibicion contra las dos cepas patogénicas (Cuadro 8.2).
Sin embargo, debido a las caracteristicas de inhibicion observadas se
seleccionaron al azar cinco cepas para las evaluaciones de actividad antagénica y
como biofertilizantes en plantas de A, fequilana. Las cepas fueron: KOESP84A2,
TRIHER42B2, TRIELI1B1, TRIHER425A2 y FUHER424A 1as caracteristicas

observadas para estos aislamientos fueron crecimiento répido, produccidn de
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metabolitos color rojo al contacte con la cepa patogénica y liberados al medio de
cultivo siendo principalmente de color amarillo, naranja o rojo, los cuales se han
reportado en el género Trichoderma como: gliotoxina, viridina pacibasina,
trichodermina furanona, trichorziaminas, suzukaclina, alameticina, dermadina,
trichotecenos y 6 pentil-a-pircna (6PAP) que tienen efecto antagodnicos sobre
hongos fitopatogenos y entre estos metabolites volatiles, el mas conocido ha side
6PAR debido a su fuerte actividad antifingica, ademas se considera gque entre
mayor es la cantidad de metabelitos producidos el poder antagonico se incrementa
(Michel-Aceves ef al., 2005; Infante et al, 2009). Otra caracteristica de este
género es [a produccion de enzimas liticas extracelulares como son las quitinasas
y proteasas que afectan directamente a otros hongos (Howell, 2003}. También se
cbservd el micoparasitismo, que en este trabajo fue clasificado en tres tipos de
acuerdo a la capacidad de cubrir a Fusarium patogénico; P1: cubre del 75 al 100%
de fa cepa patogénica, P2: cubre del 30 al 70% de 1a cepa patogénica y P3: cubre
sole el sitio de contacto con la cepa patogénica.

Un punto importante considerado para los aislamientos seleccionados al momento
de evaluarse en las plantulas fue determinar su patogenicidad tanto in vitro como
in pianta, de acuerdo a los ensayos previamente descritos en la caracterizacion de
las cepas patogénicas de Fusarium. Las pruebas de patogenicidad in vitro e in
planta fueron equivalentes, de manera general no se observa un efecto severo de
marchitez en los aislamientcs seleccionados como fue en FUHER424A1 y
TRIELI1B1 los cuales no se observd sintomas de marchitez en ias plantulas de
agave tequilero, en el cultive in vifro FUHER424A1 se mantuvo en el mismo grado
que el testigo sin honge y en TRIELITB1 se observo solo un ligero encarrujamiento
gque pudo ser debido al estrés de las plantulas ai estar en contacte con el
microoréanismo y el medio de cultivo bajo en nutrimentos. Sin embarge, de entre
los aislamientos seleccionados TRIHER425A2 fue la que destaco en el grado de
patogenicidad con un cambic de coloracién en las hojas e inicio de marchitez en
las puntas. Por otro fado, en cultivo in planta, los sintomas fueron mas evidentes
en todos los tratamientos, siendo TRIHER425A2 la que destacé nuevamente

sobre las demas presentando los mismos sintomas que el testigo patogénico
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{FPC). En cuanto a KOESP84AZ, se cbservé un efecto nocivo en las plantulas
aunque, ne tan evidentes como el testigc patogénico, se presentd en una hoja una
mancha necrética con un halo clordtico caracteristica que no se observe en los
otros tratamientes. Por otra parte, las cepas TRIHER42B2 y TRIELIMB1
presentarcn sintomas ligeros de esirés que se pudo deber al estrés de las
plantulas por las condiciones en las que se mantuvieron. Y por Gltimo, al igua! que
en la prueba in vitro, FUHER424A1 no presentd caracteristicas de efectos nocivos
manteniendc las plantuias igual que el testigo sin hongo o incluse baje con un
mejor aspecto visual. Para este trabajo se ufilizaron cinco aislamientos, por
cuestiones practicas y tiempo, sin embarge, esto no implica que los demds
aislamientos con algun tipo de actividad antagdnica no sean efectivos contra F.
oxysporum, por lo que se tendria que realizar las pruebas correspondientes para
observar su posible actividad antagénica. Un punio importante en la busqueda de
microcrganismos con potencial comao biocontroladores, es el desarrollo de pruebas
in vitro que puedan correlacionarse con las pruebas in planta, en este trabajo los
aislamientos seleccionados tuvieron como base el ensayo in vitro, sin embargo,
aln queda por determinar que tan conveniente es esta metodologia, ya gue 1o
observado in vitro ha sido dificit de correlacicnar en condiciones de cultivo.

9.3 Potencial de los aisiamientos filngicos como agente de control biolégice.
El control bicldgico de organismos patogenos en la actualidad presenta un gran
interés a nivel mundial por razones econémicas, de szlud humana y ambientales,
buscando desarrollar cada vez mas productos con base en microcrganismos
antagonistas que achien contra los patdgenos (Rodriguez-Del bosque et al,
2007), y aprovechar las interacciones que se presentan de manera natural entre
planta-hongo para desarrollar nuevas alternativas contra F. oxysporum, qu-e se ha
convertido en una amenaza para el abasto futuro de la industria tequilera y ofras
relacionadas con este cultivo. Debido a este gran problema, se han reaiizade
diversos estudios enfocados a explorar el potencial de los microorganismos
asociados a la rizésfera de A. fequifana con potencial como agentes de biocontrol,

obteniendo una efectividad bioldgica contra la marchitez en cultivos bajo
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condiciones de campo. Entre los diversos estudios para combatir a F, oxysporum,
se encuentran algunos dirigidos al control quimico como el realizado por Flores y
Byerly (2002) en donde evaiuaron la efectividad de diversos fungicidas
comerciales contra F. oxysporum., obteniendo algunas recomendaciones al
respecto. Sin embargo, es imporiante resaltar que casi en su totalidad los estudios
se han enfocado en el control curativo y bajo condiciones de campo (Cordova-
Zapata, 2003), a lo que se agrega que en algunos casos no se reporta el método
de diagnostico utilizado para determinar el agente causal de la marchitez (Flores-
Lépez v Byerly-Murphy, 2002; Aceves-Redriguez y Byerly-Murphy, 2002). Con
estos antecedentes, se hace necesario el desamrollo de pruebas experimentales
que permitan la adecuada evaluacién de alternativas de control ya sea quimico o
biclagico, bajo condiciones controladas, que luego puedan ser escaladas a nivel
de campo. En este trabajo, se partic de la prueba de pategenicidad in planfa
establecida, se implemento una prueba de antagenismo bajo condiciones
controladas. La prueba de antagonismo invelucra obtener el grade de proteccién
de los aislamientos seleccionados en comparacién con la cepa patogénica de
referencia (FPC). Los resultados mostraron que FUHER424A1 mantuvo el mismo
grado que el testigo sin hongo manteniendo las planiulas sanas, es decir, que esta
cepa obtuvo una buena y rapida colonizacién en las raices de A, tequilana
protegiéndola de la cepa patogénica, por lo gue se considero como potencial en el
control biclégico de F. oxysporum bajo condiciones de campo. Un ejemplo s el de
Michel-Aceves y colaboradores (2005) donde evaluaron lz capacidad de diversas
especies de Trichoderma para inhibir el crecimiento de F. oxysporum en plantas
de mango bajo in vitro, los cuales obtuvieron 17 cepas de especies diferentes de
Trichordema con potencial como control bioidgico contra Fusarium. Por otra parte,
en TRIELI1B1 y TRIHER425A2 se presentd sintomas ligeros de la enfermedad, lo
que se relaciona a que pueden inducir algin grado de proteccidon aunque no al
gradc que presentd FUHER424A1. Destaca el caso de TRIHER425A2
presentando efectos nocivos equivalentes al patdgeno FPC, y en esta prueba sus
efectos no son tan evidentes, lo que puede interpretarse como gue esta cepa ai

enirar en contacto con el patdégenc de alguna manera se activa la planta para no
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permitir la infeccién y por lo tanto la protege. Con respecto a los aislamientos
KOESP84A2 y TRIHER42B2, en esta evaluacién se encontrd que presentaron
sintomas severos de marchitez, destacando TRIHER42B2 gue incluso mostrd un
efecto adverso mayor gue el testigo patogénico. A partir de estos resultados se
observo que los sinfomas presentados en las pruebas de patogenicidad in planta
se expresaron con mayor fuerza después de ser inoculadas con F. oxysporurn, por
lo que se puede decir que F. oxysporum actu¢ de manera coadyuvante al expresar
los sintomas con mayor rapidez y fueron mas evidentes los sintomas de
marchitez.

Algo importante que hay que destacar de estas pruebas de antagonismo, es la
metodologia utilizada. Para este trabajo, las plantulas de agave fueron incubadas
en sustrato infestado con cada uno de los aislamientos durante 15 d, después de
los cuales las plantulas fueron trasplantadas a sustrato infestado con la cepa
patogénica de referencia. Lo importante en esto, es gue se elimina completamente
el sustrato infestado con los aislamientos evaluados, antes de ser colocados en el
sustrato “patogénico”, 10 que implica que el aislamiento en ese tiempo debi¢ de ser
capaz de cclonizar la raiz de agave, una accibn que no necesariamente es
implicita de un agente de control bicldgico (Howell, 2003), y por lo tanto margina
aquelios otros aislamientes que no interaccionan con la planta pero pudieran ser
efectivos antagonistas con mecanismo directos de control biologico (Fravel et al.,
2002; Belwerk, 2005; Infante ef al, 2009). A partir de estas observaciones las
cepas TRIELIMB1 y TRIHER425A2 que no presentan sintomas de patogenicidad
en esta prueba, ademas de que in vitro su efecto antagdnico es sobresaliente,
pueden presentar mecanismos de control biolagico que no fuercn incluidos en esta
prueba y no deberian ser descartados como potenciales antagenistas. Debido a
este conocimientc es necesario desarrollar nuevos ensayos de antagénismo.
como por ejemplo dejar por mas tiempo el sustrato infestado cen las cepas
evaluadas en las plantulas de agave tequilero y posteriormente agregar el
patégeno. Otro ejemplo seria no eliminar por completo el sustrato con las cepas
evaluadas y combinarlo con el sustrato infestado con F. oxysporum para asegurar

que el hongo este presente y pueda entablar una asociacion cen las plantulas y
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observar si hay algun efecto como antagonistas. Entonces por los resultados
obtenidos en este estudio es posible considerar a FUHER424A1 como una cepa
que presento una rapida asociacion a las plantulas protegiéndola det patogeno vy
es considerado con un gran potencial para el control bioldgico de F. oxysporum
causante de la marchitez en el agave. Finalmente, la prueba de antagonismo
empieada, aun cuando no cubre completamente fodos los mecanismos de contral
biologico conocidos, si es Util para obtener aguellos aislamienios que pudieran
establecer una interaccion con fa planta (Sarabia-Ochoa et al., 2010; Armenta et
al., 2003); una estrategia que pudiera ser congruente y Util con &l maneic agricola
que tiene el agave azul actualmente a nivel comercial, como son el usc de hijueios
y planta micropropagada (Rendén ef al., 2011), a los cuales podria agregarse una
cepa fungica de control bioldgico, que pudiera protegerla de una de las principales

enfermedades para este cultivo.

9.4 Potencial de los aislamientos como biofertilizantes.

Existen diversas interacciones biolégicas entre las plantas y micreorganismos, que
pueden llegar a desarrollar una asociacién benéfica, donde ambas pueden obtener
un beneficic (Whipps, 2001). Partiendo cde este conocimiento se han generado
productos elaborados a base de microorganismos para el control biolégico de
fitopatogenos y bicfertilizantes aislados a partir del suelo o de la planta en Ia cual
se pretenden emplear {Serrano-Carreén y Galindo-Fentares, 2007). Debido a la
interaccién que se desarroila entre hongeo-planta se logra la supresién del
patégeno para mejorar la nutricién y el desarrollo de las plantas, se logré obtener
interacciones que pueden ser benéficas tanto para las plantas como para el
microorganismo. Un ejemplo de una posible interaccidn benéfica en agave se
presenté en el estudic de Armenta y colaboradores {2003), donde reportan la
colonizacién simbiodtica en las raices de plantas de A. angustifolia por hongos
filamentosos y micorrizicos, que puede reflejarse en una asociacién benéfica que
ayuda en la nutricién de la planta. Otro ejemplo es el reportado por Obledo y
colaboradores (2003), donde observaron una cepa no patogénica de F. oxysporum

aisladas de plantas de A. victoria-reginae Moore y que al ser reintroducida a 1a
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misma especie obtuvieron una eficiencia fotosintética mas alta gue en las plantas
que no fueron inoculadas, induciendo el incremento en la clorefila, largo y numero
de raices, contenido de azuicares y nimero de estomas en las hojas.

A partir del conocimiento generado, en este trabajo se evalud la actividad benéfica
de los aislamientos seleccionados en las planias de A. fequilana enfocandose en
evaluar parametros tanto fisiolégicos como anatémicos. Los parametros
anatémicos de las plantas estan determinados por el genotipo y las condiciones
ecolégicas en las que se desarrolla, por 10 que podria decirse que la respuesta de
estos parametros estd relacionada con una mayor eficiencia fotosintética (Wozniak
y Martineau, 2008). Poer lo tanto, en este trabajo se evaluaron parametros que nos
permitieran cbservar los cambios en esta eficiencia fotosintética.

Los resultados obtenidos mostraron que solo algunos parametros destacaron en
virtud de un efecto benéfico despues de la inoculacién con los aislamientos
fungicos. Entre estas caracteristicas fue el porcentaje de crecimiento en donde
destaca FUHER424A1, TRIELI1B1 y TRIHER425A2. Por otro parte, KOESP84A2
sobresalié en el crecimiente promedio de la raiz y en numero de raices con
sintomas, para el contec de estas raices se tomarcn en cuenta raices con
oscurecimiento v ablandamiento aunque esio no quiere decir que estén infectadas
desde un punto de vista nocivo, sino puede deberse a la respuesta de Ia planta a
la colonizacion del hongo o por las condiciones ambientales. Otro parametro en el
que se observd una diferencia altamente significativa fue la densidad estomatica la
cual estd determinada por la intensidad luminosa y la disponibilidad de agua
(Loera-Quezada, 1990), aungue en este trabajo la intensidad de luz vy
disponibilidad de agua fue la misma para todos los tratamientos, esta diferencia
fue evidente en FUHER424A1, seguida de KOESF84A2 y TRIHER42B2. De
acuerdo a estos resultados la cepa que obtuvo mayores parametros anatémicos
con diferencias significativas fue FUHER424A1 aunque no fueron tan marcados
como para poder determinar que su efecto puede ser equivalente a un
biofertilizante en cuanto a ia eficiencia fotcsintética (Wozniak y Martineau, 2008).
La fotosintesis es un proceso fisiolégico fundamentat en las plantas, que genera

energia y "bloques constructores” para todas las vias metabdlicas, se usd la
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energia de la radiacion solar, por lo que esta relacionada con la cantidad total de
luz recibida durante la estacion de crecimiento y se considera que en tanto las
piantas tengan suficiente agua y nutrimentos, la produccidn de cuitivos dependen
totalmente de la fotosintesis (Wozniak y Martineau, 2008), En las plantas
crasuldceas los mecanismos de la fotosintesis han evolucionade al disminuir la
perdida de energia asociada a la fotorespiracidon llamado metabalismo 4cido de las
crasuldceas (CAM), es un ejemple de adaptacidn al estrés ambiental que se
presenta en plantas de sitios con periodos de escasa disponibilidad de agua o de
CO; (Andrade et al., 2007). Tomando como referencia lo anterior, en este trabajc
se evaluaron algunos procesos fisiolégicos implicados en la mejora de la
fotosintesis, como fueron las concentraciones de las moléculas de clorofila
{clorofila “a", clorofila "b” y clorofila total) que su aumento se considera equivalente
a una mejor eficiencia fotosintética (Wozniak y Martineau, 2008); ademas de
cambios en pH, acidez nocturna, porcentaje de 4cide malico y concentracion de
azticares. En cuanto a la evaluacion de la concentracion de clorofila,
FUHER424A1 presentd un incremento importante en el contenido de clorofila lo
que puede considerarse en este parametro como la mas eficiente. En &l mismo
sentido, TRIELI1B1 mostrd sole un incremento en la clorofila “b” y “total”, lo que se
relaciona con un efecto menor con respecto a FUHER424A1, En contraste las
otras cepas disminuyeron el contenide de clorofifa algo que pudiera interpretarse
como, que el contenido de clorofila es el primer compuesto sensible que disminuye
al ser atacada por patdgenos y también esta relacionada con la poca capacidad de
asociacion del hongo a las plantulas (Gange y Ayres 1989; Barragan-Barragan,
2001). Otros parametros fisiologicos evaluados para determinar la eficiencia
fotosintética de las cepas evaluadas fue el pH diurnc y nocturno en el que no se
presenta'ron diferencias significativas entre las cepas evaluadas, aunque si se
observa una tendencia hacia la acidez, el porcentaje de produccion de azucares,
de acido malico y el porcentaje de acidez nocturna de nueva cuenta presentaron
tendencias de un efecto benéfico, principalmente en los aislamientes TRIELIB1,
TRIHER42B2 y TRIHER425A2 que presentaron un incremento de acido malico y

acidez nocturna por la noche con respecto al testigo y en el dia este incremento
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fue atn mayor, sobresaliendo KOESP84A2 considerablemente sobre todas con un
incremento tanto en la noche como en la mafiana. En cuanto al acido malico,
TRIHER42B2 destacd al presentar una disminucién por la noche, aumentando
considerablemente por la mafana. E! incremento en la acidez tisular es
preporcional a la concentracién de acide malico ya que por cada molécula de CO;
fijada se produce una molécula de &cide malico y dos iones de hidrogenoc
(Andrade et al, 2007), es decir que estas diferencias entre el pH diurno vy
nocturne, la mayor acidificacién nocturna y el mayor porcentaje de acido malico de
las plantulas evidencia una mayor eficiencia fotosintética (Sutton ef al., 1881). Por
dltime en la evaluacion de produccién de azlcares no se presentaron diferencias
estadisticas significativas solo tendencias en donde destacaron las cepas
KOESP84A2 y TRIHER425A2, esta Ultima es la que obtuvo el mayoer porcentaje
sobre todas las cepas y el iestigo, lo que podria interpretarse que esia
acumulacion de azucares, se debié a las reacciones de fijacidén de carbono
{Woznigk y Martineau, 2008), entonces las plantulas inoculadas con estcs
aislamientos se considera que obtuviercn una mayor eficiencia fotosintética.

A pariir de estas evaluaciones se observd que alguno de los aislamienios
presentaron algin efecto benéfico equivalente a un biofertilizante sobre las
plantulas de A. tequilana inoculadas ya que el incremento de los parametros tanto
anatdmicos como fisioldégicos no fueron homogéneos en alguna de las cepas
presentandose variaciones de estos que pudieran decir cuél de ellos tiene un
efecto como hiofertilizante (Obledo et al,, 2003; Wozniak y Martineau 2008}, en
contraste con el trabajo reportado por Barragan-Barragan (2001) donde la
inoculacién con F. oxysporum resulté de manerz benéfica para una de las
especies de agave (A viclora-reginae), lo que podria considerarse como una
actividad como biofertilizante. Sin embargo, aun cuando KOESP84A2 y
TRIHER42B2 scobresalieron con un mayor incremento en iz eficiencia fotosintética,
también presentaron efectos nocivos en alguna de las pruebas realizadas. En
ambos casos se presentaron efectos nocives ligeros sobre las plantulas en la
evaluacion de antagonismo al observarse sintomas severos de marchitez y en

consecuencia ne se observo una profeccion a la planta del patdgeno. Por otro
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lado, TRIHER425A2 y TRIELI1B1 presentaron un ligero incremento en la
eficiencia fotosintética, sin embargo en |la prueba de patogenicidad, TRIHER425A2
presentd un efecto nocivo severc sobre las plantulas, en contraste con la
evaluacién de control biclogica donde se observe un ligero efecto de proteccion en
ia planta conira ef patdgenc. Por lo tanto, de los cinco aislamientos evaiuados, los
dos aislamientos que se consideran como candidatos como biofertilizantes serfan
FUHER424A1 y TRIELI1B1, principalmente por su caracteristica de no produgir
sintomas nocivos en las plantas inoculadas, contrario a los tres aislamientos
restantes, que presentaron alglin grado de pategenicidad o interaccion negativa en

presencia de un organismo patogénico (Figura.8.11).

9.5 Consideraciones finales.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se presentan dos aislamientos
fingicos como posibles candidatos para biofertilizantes y un aislamiento como
candidato a agente de control biolégico contra cepas patogénicas de Fusanum
oxysporum asociados a la marchitez del agave. Coincidentemente, un aislamiento
presentd (FUHER424A1) el potencial de ser utilizado como biofertilizante y agente
de control biolégice. En cuanto al segundc aistamiento (TRIELI1B1}, presentd un
potencial como biofertilizante, destacandose por no presentar un efecto nocivo
para la planta. Sin embargo, cuando fue evaluado como agente de control
biolégico no presenté algun grado de actividad protectora, en este punto se hace
evidente la importancia del ensayo ulilizado para la evaluacion de la actividad
antagdnica. Aunque no presenta actividad protectora, podria tener relacién con su
pobre capacidad de colonizar la raiz de ta planta, un punto que en este trabajo fue
un factor relevante de acuerdo al ensayo utilizado. Por lo tanto, sera importante
considerar e utilizar una metodologia diferente que contemple la evaluacion del
antagonismo directo como podria ser |la antibiosis y el micoparasitismo. Otro punto
a considerar, es la importancia de las evaluaciones de actividad benéfica como
punto de partida para |a busqueda de usos potenciales de la micoflora asociada at
agave, ya que al menos en este estudio, observamos que la mayoria de los

aislamientos (3 de 5), presentaron algin tipo de actividad benéfica, pero al ser
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confrontados con un hengo patogénico, se obsarva un aumento en los sintomas
de la enfermedad, algo que podria ser un factor importante a considerar al
momento de aplicarse como un biofertilizante. En contraste, siguiendo la
estrategia de evaluar la capacidad biocontroladora es posible obteper un
microorganismo potencialmente protector, que si presenta un efecto benéfico se
consideraria como algo extra, pero no determinante. Partiendo del planteamiento
propuesto en este estudio, enfocado en evaluar el potencial de los hongos
filamentosos asociados a la rizdsfera de A. tequifana como posibles biofertilizantes
y agentes de controt bicldgico para la marchitez del agave tequitero, de acuerdo a
los resultados obtenidos podemos afirmar que este planteamiento ha sido el
adecuado, consideréndose que s0l0 se evalud una proporcion muy pequena del
total de los aislamientos, y encontramos al meneos un aislamients con las
caracteristicas deseables, o que fortalece la hipdtesis del potencial que tienen
estos aislamientos para ser considerados como fuente de biofertilizantes y
agentes de control bioldgico para la marchitez del agave tequilero u ofra

enfermedad para este cultivo.
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10. CONCLUSICNES

. La caracterizacién de las cepas de Fusarium oxysporum ascciadas a la
marchitez del agave tequilero permitid obtener dos cepas patogénicas de
referencia, de 1as cuales FPC fue la mas virulenta.

. Se desarrolld un ensayo de patogenicidad jn vitre que ofrece una ventaja, a

parte del tiempo corto para |la obtencidn de los resultados y contempla el

sitio de penetracién "natural” de los patdgenos de raiz del agave tequilero.

. Se desarroild un ensayo de patogenicidad in planta que permite el

seguimiento de los sintomas de infeccién con F. oxysporum asociado a la

marchitez del agave tequilero en menor tiempo al reportado en Ia literatura.

. Se obfuvc una serie de aislamientos fungicos obtenidos de medio selectivo

para Fusarium y Trichoderma con actividad antagénica in vitro, con

potencial como agentes de control biclégice para F. oxysporum asociado a

la marchitez del agave tequilero.

. Se desarroildo un ensayo de antagonismo in planfa para evaluar la
proteccién de algunas cepas contra F. oxysporum asociado a la marchitez
del agave tequilero.

. Dos aislamientos fOngicos presentaron un efecto potencial como
bicfertilizante: TRIELI1B1 y FUHER424A1.

. Un aislamiento fungice presentd un efecto potencial como agente de control

biolégico para F. oxysporum asociado a la marchitez del agave tequilero:

FUHER424A1.
8. El aislamiento fingico FUHER424A1 presentd un potencizal efecto tanto

como biofertilizante como agente de control bioldgico.
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