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RESUMEN

La presente investigacion de la diversidad génica de aislados de Fusarium solani,
patbgenos de agave tequilero (Agave tequilana Weber Var, Azul) determinada
por comparacion de secuencias del gen del factor de elongacién 1a, en
Tlajomulco Jalisco se llevo a cabo en Instituto Tecnolégico de Tlajomulco en el

area de posgrados del laboratorio de sanidad vegetal.

El cultivo del agave tequilero es parte de una larga tradicion del estado de Jalisco,
México. Esta actividad que culmina con la obtencion del tequila, un tipo de mezcal
tan caracteristico, que se ha legislado su produccién bajo la Denominacién de
Origen. La cadena producto agave-tequila es de suma importancia econémicay
social, no solo para region productora, sino para el pais, dadas las elevadas
cantidades de tequila que se exportan a todo el mundo. Esta investigacion tuvo
como objetivo principal identificar al agente causal de la pudricién del tallo de
agave, enfermedad que ocasiona la aparicion de grados de marchitez e incluso
muerte o destruccion de la planta, las cuales se presentan como necrosis de color
café en el tallo que genera el retraso del crecimiento, que afecta a la produccién.
A partir de muestras de tejido del tallo tomadas durante 2014 y el 2015 con los
sintomas antes descritos, se aislé6 un hongo. En un enfoque fitopatolégico que
incluyé el analisis del perfil bioquimico y fisiol6gico, microscopia compuesta y la
secuenciacion del gen factor de elongacién uno alfa (EF-1a) con los iniciadores
ef-1H y ef-2T y los genes Espaciadores transcritos internos (ITS) con los
iniciadores its-1H y its- 2T, asi como elaboracion de dendrograma con el método
matriz de similitud de correlacién. Se determin6 que Fusarium solani es el agente

causal de la pudricion del tallo de agave tequilero.

PALABRAS CLAVE: Agave, Fusarium solani, fitopatolégico, dendrograma,

pudricion del tallo.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El cultivo del Agave tequilana Weber var. Azul ocupa una superficie de mas de
82, 775 ha (SIAP, 2013) en el estado de Jalisco distribuido principalmente en
tres zonas: altos, sur y centro. En los dltimos afos, el cultivo del agave se ha
visto afectado por una serie de problemas fitosanitarios, destacando entre
estos, aquellos causados por fitopatégenos. Sin embargo, es poca informacion

existente con respecto a esta problematica en agave (CRT, 2004).

El agave azul esta considerado como uno de los cultivos de mayor importancia
en el estado de Jalisco desde 1995, debido a la creciente demanda de tequila
gue se derivd de la denominacion de origen y la certificacion de calidad; la
promocién en los mercados internacionales por el Consejo Regulador del
Tequila (CRT) y la proliferacion de nuevas empresas. La demanda de materia
prima para la industria del tequila aumenté la superficie del agave tequilero en
Jalisco de 50 000 ha en 1995, a 82 000 ha en 2013. En consecuencia, también
han crecido sus problemas fitosanitarios, causados por hongos, bacterias y

nematodos (Consejo Regulador del Tequila, 2000).



El consejo regulador del tequila detecté en 2004, mediante un inventario en la
zona de denominacion de origen, el 40% de plantas enfermas por ataque de
hongos y/o bacterias de un total de 302 millones de plantas cultivadas. En los
afos posteriores a pesar de no haberse realizado nuevas contabilizaciones, el
problema persistié y el agricultor encontré dificultades para satisfacer la
demanda que requeria la industria (Consejo Regulador del Tequila, 2004). Sin
embargo, la manera asexual de propagar el agave tequilero durante afos,
condujo a la clonacion de diversos genotipicos seleccionados vy, por lo tanto, a
encontrar nuevas variantes fenotipicas dentro de las poblaciones cultivadas, lo
anterior facilito la incidencia y proliferacion de enfermedades causadas por
fitopatdgenos (Fucikovsky, 2004). Estos fitopatdgenos han provocado un
incremento considerable en el desarrollo de las enfermedades, lo cual puede
ocurrir debido a que existe poca variabilidad genética en esta planta y son

monocultivo (Fucikovsky, 1995).

Actualmente la enfermedad denominada “marchitez del agave” o “pudricion del
tallo” del A. tequilana en el estado de Jalisco, es la enfermedad de mayor
relevancia, la cual ha provocado grandes pérdidas a los productores (Aceves

1999; CRT 2005).

Desde hace algunos afios, se considera al hongo Fusarium oxysporum como
agente causal de pudricion del tallo de a agave (Luna, 1998). Las cepas
aisladas en esta investigacion se encontré el patdbgeno Fusarium solani, causal

de la pudricion de tallo de agave que se caracteriza por lesiones necréticas



rojizas en el sistema radicular y en el tallo, también especifica dafios o
tapamiento de los haces vasculares del xilema, provocando una apariencia de
marchitez de agave (muerte ascendente).

El Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco Jalisco en el area de investigacion de
posgrados del laboratorio de sanidad vegetal considera que los fitopatdgenos
han provocado un incremento considerable en el desarrollo de las
enfermedades de la planta de agave, lo cual puede ocurrir debido a que existe
poca variabilidad genética en esta planta. Es necesario realizar investigaciones
gue permitan conocer al patégeno y la especie causante de esta enfermedad,
para desarrollar estrategias de prevencién y control e implementar medidas
fitosanitarias para reducir pérdidas econdémicas a los agricultores y a las

industrias tequileras.



CAPITULO I
OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Amplificar genes conservados de cepas de Fusarium solani, con fines de
analizar la diversidad de aislados patogénicos a agave, causantes de la

pudricion del tallo.

2.2. Objetivos especificos

Amplificar mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), el gen del
factor de elongacién 1a, y de espaciadores transcritos internos (ITS1 - 4). de
aislados de Fusarium solani que conforman el cepario del laboratorio de

fitopatologia del Instituto Tecnolégico de Tlajomulco Jalisco.



Enviar a secuenciar los fragmentos amplificados al Laboratorio de Nacional de

Genodmica de la Diversidad (LANGEVIO) en Irapuato, Guanajuato.

Comparar las secuencias obtenidas, con aquellas disponibles en el Gen

Bank, para determinar la ubicacion taxonémica de estos aislados.

A partir de las secuencias, elaborar un dendrograma que permita saber la
diversidad entre aislados de Fusarium solani, que servira de base para un

diagndstico especifico de las variantes.

2.3 Hipotesis

Las cepas de Fusarium solani aisladas de tejido necréticos de plantas de agave
con sintomas de marchitez, van a evidenciar diversidad genética en la
secuencia de los fragmentos conservados ITS1-5.6S- ITS2 y factor de

elongacion 1 a.



CAPITULO Il
FUNDAMENTO TEORICO

3.1 Agave tequilana Weber var. Azul

Esta especie fue renombrada por el botanico aleman Franz Weber en 1902 y es
la Unica variedad dentro de la especie, que esta permitida para la produccion de
tequila por el gobierno mexicano. Con fines comerciales el cultivo de agave ha
sido propagado vegetativamente a través de los Ultimos 200 afios. Se sabe que
la planta de agave son vulnerables a los patdgenos, insectos y a condiciones
ambientales adversas. Es una planta monocarpica perenne, que presenta el
metabolismo &cido de las crasulaceas, o sea que es una planta CAM (Nobel,
1994; Valenzuela, 1994). Estas plantas fijan el CO, durante la noche (cuando
las temperaturas son mas bajas), reduciendo la pérdida de agua por
transpiracion. Debido a su mayor eficiencia en el uso del agua, las plantas

CAM, toleran periodos prolongados de sequia (Nobel et al., 1995).

El género Agave se caracteriza por un grupo de plantas monocotileddneas,

econémicamente muy importante y cuenta con 136 especies. Algunas de ellas



eran ya consumidas por los antiguos habitantes de México, siendo apetecibles
por su alto contenido de azucar (Nobel, 1998). El A. tequilana, es una planta
xerdfila (que crece en zonas aridas y calidas). Presenta hojas lanceoladas de
color azul-verdoso o verde claro, delgadas y casi planas, de aproximadamente
1.25 m de largo por 8 a 10 cm de ancho; la 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 los une es
ligeramente de color blanco. Lo caracteristico de esta especie es una
pigmentacién de color azul, lo cual la 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 afios segun las
condiciones climaticas (CRT, 2004; Figura. 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 afios de edad se forma la
inflorescencia lo que disminuye el contenido de azucares fermentables en el
tallo teniendo que ser eliminada (CRT, 2004), En cambio la reproduccion
asexual, se realiza mediante vastagos llamados "hijuelos" (que emergen de
rizomas de la planta madre, creciendo cerca de la base de la roseta o mediante
hijuelos , pequefias plantulas que surgen de la inflorescencia) siendo esta la

mas utilizada para la produccion de A. tequilana (Rodriguez-Garay et al., 2004).
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Figura 1. Anatomia del agave.

Del agave tequilero se obtiene el tequila, bebida alcohdlica de gran demanda
mundial. La industria tequilera alcanzo en 2004 una cifra record de 109 millones
de litros en la exportacion de tequila (CRT, 2013). Esta situacion ejercido una
presion en productores e industriales para generar la materia prima necesaria
que permitiera aprovechar el momento de bonanza para este producto, mismo
hecho que convirti6 a esta industria en un problema complejo desde diversos
puntos de vista: agrondémico, tecnoldgico, social, ecoldgico y por ende,

econdmico.



3.2 Clasificacion taxon6mica

Clasificacion taxonémica del Agave tequilana Weber var, Azul (tomada de
Cronquist, 1981)

heino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida (Monocotiledéneas)
Subclase: Lilidae

Orden: Liliales

Familia: Agavaceae

Género: Agave

Especie: Agave tequilana Weber (Figura 2).

Figura 2. Agave tequilana weber variedad Azul.



3.3 Importancia del cultivo

El cultivo del agave ha adquirido una mayor importancia debido a su creciente
demanda. Esto cuando a que cultivo se encuentra protegido bajo la Norma
Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-1994, la cual establece como Unica especie
admitida para la produccion de tequila A. tequilana, que haya sido cultivada
dentro de territorio protegido por la Denominacion de Origen del Tequila (DOT),
que abarca todo el estado de Jalisco (124 municipios), siete municipios de
Guanajuato, ocho de Nayarit, once de Tamaulipas y treinta de Michoacan. Esta
norma no prohibe el cultivo de A. tequilana en otras zonas, si no que el
producto sea considerado como tequila, que es lo que respalda la calidad del

producto en México (Yoldi, 2000).

3.4 Importancia nacional

El Agave tequilana Weber var Azul, es la Unica especie autorizada para producir
tequila. Esta bebida tiene una historia en México desde el siglo XVI. Pero es
hasta el siglo XVIII que se produce con licencia, es el siglo XIX en el que se
empieza la produccion industrial en la region de tequila Jalisco y en el siglo XX

se da a conocer nacional e internacionalmente (Martinez et al., 2004).

3.5 Importancia econémica

El agave tequilero es uno de los cultivos de mayor importancia economica en
México y principalmente en el estado de Jalisco. Algunos de los principales

usos de esta planta incluyen: la alimentacién, bebidas, construccion, fibras,
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medicinas, ornamentales, domestico, agricola, entre otros (Macias vy

Valenzuela, 2010)

3.6 El agave en la industria del tequila

La produccién y comercializacion del tequila tanto en el mercado interno, como
en el de exportacion, ha logrado una expansion notable, sobre todo en los afios
recientes de globalizacion neoliberal. Asi, entre enero de 1994 y diciembre
2006, el tequila fue en el segundo producto del sector de alimentos, bebidas y
tabaco que mas exporto México, sélo por debajo de la cerveza. Por ello, el
tequila es sin lugar a dudas, una de las industrias mas importantes en México

(Macias y Valenzuela, 2010).

La planta del agave tequilero, es un cultivo que constituye una importante
fuente de trabajo para miles de mexicanos y un fuerte ingreso en la economia
del pais. La industria del tequila, constituye una fuente de empleo, para mas de

30,000 personas en el estado de Jalisco.

Para dicho fin, es necesario contar con 40, 000,000 de plantas de agave
maduras anualmente, para satisfacer la demanda de produccién de tequila y

tequila 100%, que ascendi6 a 261 millones de litros en el 2011 (CRT 2012).

La limitada area agricola destinada para establecer nuevas plantaciones,
aunado a las pérdidas provocadas por plagas y enfermedades en este cultivo,

son un problema prioritario que debe ser atendido, para garantizar el abasto
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suficiente de esta materia prima, imprescindible para la industria tequilera y el

resto de los subproductos.

3.7 El tequila

El tequila era conocido en la época prehispanica, como un elixir divino por la
creencia de ser un regalo de los dioses (CRT, 2004). El término "tequila”
proviene del nahuatl y tiene varios conceptos. Desde e! punto de vista
epistemoldgico téquiff que significa trabajo, oficio, empleo, encargo y clan que
quiere decir lugar, por lo que refiere el sitio o lugar donde se efectda cierto tipo

de labores (Mendoza Chagolla, 2004).

El tequila como bebida destilada, surge en el siglo XVI, como resultado de
combinar una materia prima auténticamente americana, con un proceso de
produccién europeo, por esta razén, puede considerarse simbolo del encuentro
de las dos culturas (CNIT, 2008). El tequila es una bebida alcohdlica regional,
obtenida por destilaciéon y rectificacibn de mostos, originalmente preparados
directamente del material extraido de la molienda de las cabezas maduras de
agave, previa o posteriormente hidrolizada o cocida y sometida a fermentaciéon
alcohdlica con levaduras. Esta bebida, de acuerdo a su tipo, es incolora o
amarillenta cuando es madurada en recipientes de madera de roble o encino o
cuando se aboque sin madurarlo. Para que esta bebida alcohdlica sea
considerada como "Tequila" tiene que incluir al menos 51 % de azucares de
agave y hasta un 49°0 de azucares de otras fuentes y para la denominacion

como "Tequila 100°0 de agave" o "Tequila 100°0 puro de agave", debe ser un
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producto que no es susceptible de ser enriquecido con otros azucares distinto
de los obtenidos del A. tequilana. Siendo la Unica materia prima autorizada 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 Origen del Tequila (DOT) (CRT, 2004), entre los cuales se
encuentran los estados de Jalisco:, Nayarit, Guanajuato, Michoacan vy

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 consumo nacional de 105 millones de litros y en exportacion con 152.5
millones de litros en 2010. Se estima una produccion total a esta fecha de 257.5
millones de L, considerando solo a los municipios productores principales del
estado de Jalisco como son Amatitan, Arandas, Atotonilco, Guadalajara,
Tequila, 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 ultimos
anos, reportandose al afio del 2007 mas de 120 mil ha cultivadas (Flores-Lopez
etal., 2010). Actualmente, hasta febrero del afio 2011, existen 72 empresas
productoras de tequila certificadas por el CRT, que cuentan con 1,151 marcas

de tequila de envasado de origen certificadas y 202 marcas certificadas de
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envasado en el extranjero, que producen millones de litros de tequila con una
optima 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
Gnica materia prima autorizada para la produccion del tequila, esta siendo
afectada por diferentes problemas fitosanitarios que llegan a convertirse en un
mal de caracter endémico. Se considera que entre un 20 y 30 % del inventario
del agave tequilero padece problemas de plagas, lo que implica que alrededor
de 69 millones de las 253 millones de plantas sembradas en la zona geogréfica
de la DOT, enfrentan un mayor o menor grado de problemas fitosanitarios,
provocando grandes pérdidas econdémicas y poniendo en peligro el abasto

futuro de la materia prima para el tequila (CRT, 2010).

3.8 Plagas y Enfermedades

3.8.1 Plagas del agave

Las plagas son animales (insectos, acaros, aracnidos, etc.) que, al contrario que
las bacterias y los hongos, tienes sistema digestivo y excretor, y su dieta es
menos especifica. Factores como el color de las hojas, pueden ser importantes

para el reconocimiento u orientacion de la plaga (Garate y Bonilla 2000).

Dentro de las principales plagas que atacan a este cultivo se encuentra el
picudo de agave (Scyphophorus acupunctatus) el cual, es un escarabajo de
color negro brillante que barrena la superficie de las hojas y genera la pudricion
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del cogollo (Rubio y Pérez, 2007); el gusano barrenador (Acentrocneme
hesperiaris) el cual barrena las hojas del agave de la parte posterior hacia la
superior construyendo un opérculo sedoso y debilitando a la planta; y el piojo
harinoso (Pseudococus sp.) que forman colonias algodonosas color blanco
afectando la capacidad fotosintética de la planta y por lo tanto, el crecimiento y
descogolle al atacar la zona radicular y las hojas (Gonzalez y col., 2007). Como
plagas que atacan a la raiz, predominan las larvas de la llamada gallina ciega
de diversas especies de coledpteros de los géneros Phyllophaga, Cyclocephala,
Anomala, Macrodactylus, Euetheola y otras, causantes que severos dafios de
las raices del agave y mordeduras en la parte inferior de la pifia, lo que causa

gue se detenga el desarrollo de la planta (Morén y Moréon, 2001).

3.8.2 Enfermedades del agave

El cultivo de agave se ha visto afectado por una serie de problemas
fitosanitarios, que incluyen plagas y enfermedades por fitopatbgenos
microbianos. Las plagas principalmente por insectos pueden causar graves
pérdidas, o bien soOlo provocar dafios fisiologicos dependiendo del estado
fenoldgico de la planta y la cantidad de inoculo o individuos que estén presentes
(CRT, 2005). Por otra parte, las enfermedades destacan por su facil
diseminaciéon en conjunto con las practicas tradicionales de cultivo, siendo
aguellas las relacionadas con bacterias y hongos como los principales
patogenos al agave (Virgen-Galleros, 2004). Las enfermedades causadas por
hongos se manifiestan como pudriciones semisecas, inodoras, que se
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encuentran generalmente en las 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 humedas con olor desagradable, que generalmente aparecen en el
cogollo y pencas (CESAVEG, 2008). La principal enfermedad en Agave
causada por bacterias es la llamada "pudricion de cogollo” o "pudricién blanda™
asociada con Erwinia sp. (Pectobacterium 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 cogollo,
provocando 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., Botryodiplodia sp, Diplodia sp y Oiplodinia
sp), que se manifiestan en forma de manchas hundidas, circulos concéntricos

regulares y produce necrosis en la hoja.

* "Tizén" o "mancha anular" (Alternaria 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.
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* "Mancha foliar" (Botryodiplodia 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 violadceo oscuro con areas mohosas y formacion de
cristales de exudado de color café-rojizo en las hojas afectadas, se pueden unir
varias manchas que se endurecen y en ocasiones se roturan provocando

encarrujamiento y endurecimiento de las hojas.

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

* "Mancha gris" o "tizén foliar" (Cercospora sp., C. agavicola), produce manchas
ovaladas y secas de color gris en las hojas cercanas al cogollo, luego 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 la pifa.

» "Tristeza" y "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 etileno y acetato de
etilo, los cuales inhiben el desarrollo de las raices, siendo confundida en

muchas ocasiones con la marchitez del agave (Fucikovsky,2004).

Finalmente, una de las enfermedades que presentan mayores problemas para

su control es:
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» La "Marchitez del agave tequilero”, en la cual uno de los agentes causales se
considera a Fusarium oxysporum (Avila-Miranda el al., 2010), se presenta en
cualquier cultivo y se debe a la deshidratacion de los tejidos por la reduccion o

muerte del sistema radical o bien por la destruccion de los haces vasculares.

3.9 Patdgenos causantes de marchitez

La marchitez es una enfermedad que inicia con una infeccion a través del
sistema radicular, en donde el patégeno inactivo se encuentra en el suelo y la
cantidad de sus propagalos dependera de la cantidad de las plantas de agave
que hayan enfermado por esta causa en el mismo sitio tiempo atras. Al
establecer una nueva plantacion, el hijuelo a formar raices y el patdégeno
inactivo, comienza su actividad creciendo hacia las raices de su nuevo

hospedero para iniciar el proceso de infeccion (Avila, 2010).

El género Fusarium, esta clasificado dentro del Phylum Ascomycota y son
hongos que se encuentran extensamente distribuidos en todo el mundo, desde
regiones tropicales hasta templadas (Leslie y Summerell, 2006). Las especies
de Fusarium son reportadas comunmente como endofitos, saprofitos y
patdbgenos de varias plantas, especialmente de muchos de los cultivos

econdmicamente importantes a nivel mundial (Nelson y col, 1983).
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Fusarium estd caracterizado por la produccion de hifas delgadas, hialinas,
septadas y con conidias en forma de canoa conocidas como macroconidias
que, en la mayoria de las especies, son producidas en estructuras fructiferas
llamadas esporodoquios. Ademas de esto, algunas especies también producen
claramente diferentes conidias en el micelio aéreo (a menudo conocidas como

microconidias) (Seifert, 1996).

Las especies de Fusarium pueden causar enfermedades a las plantas, como
marchitez, pudricién, crecimiento anormal y decaimiento. (Zainudin y col.,

2001).

El nombre de Fusarium esta enfocado por la forma de canoa o banana de la

macroconidia producida por las distintas especies (Samuels y col., 2001).

Dentro de las especies de este género, se encuentra las responsable de la
enfermedad de marchitez de agave, siendo F. oxysporum y F. solani. Estos
hongos ingresan a la planta a través de la raiz y cuando esta muere y se
degrada su tejido, se liberan esporas en el que iniciaran un nuevo ciclo de

infeccion en el siguiente ciclo de cultivo (Beckman 1987).

3.10 Caracteristicas del género Fusarium

El género Fusarium (Fusarios) comprende un gran nuamero de especies
fungicas, muchas de ellas son conocidas como patdgenos importantes de
plantas o como contaminantes de alimentos por su produccién de micotoxinas

(Di Prieto et al., 2003). Habita en el suelo o en restos de plantas en forma de
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esporas asexuales de pared gruesa, que pueden ser de tres tipos:
microconidias, macroconidias y clamidosporas (Mora-Castillo, 2001) o bien en
forma de micelio (Agrios, 2005).

Afectan a diferentes especies vegetales y animales con excepcion de los pastos
y arboles, la mayoria de los cultivos son ampliamente susceptibles a una forma
patbgena de F. oxysporum, por lo que es muy dificil de controlar. Su
identificacion se ha basado generalmente en caracteres morfologicos, tales
como la forma de las micro y macroconidias, por la estructura de los
microconidioforos y la formacién, disposicion y tamarfio de las clamidosporas (Di
Prieto et al., 2003). Las clamidosporas se encuentran dispersas en el micelio
aéreo 0 en esporodoquios 0 masas limosas (pionotos); las macroconidias son
curvadas, pluriseptadas, con una célula apical mas o menos puntiaguda y en
muchas especies se presenta una célula basal en forma de pie; las
microconidias son comunmente unicelulares, elipsoidales, fusiformes,
claviformes, piriformes o subglobosos, similares en ancho a las macroconidias,
con una base redondeada o truncada, por !o general formando cabezuelas
mucosas, pero en algunas especies en cadenas basipetas. Las colonias de los
distintos fusarios, crecen moderada a profusamente, presentando diversos
tonos de color rosa o purpura con la edad (Di Prieto et al.,, 2003), también
puede ser de color blanco, rojo, anaranjado, celeste, verde aceituna o pardo,
especialmente en el reverso de la colonia, el micelio es ralo o denso y/o
algodonoso, como un fieltro o con una zona central de funiculos, pero en
algunos casos es limoso (Carrillo, 2003). La reproduccion es asexual y

predominante en F. oxysporum. Que se considera como una "especie
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compleja”, es decir, que dentro del género existen varias lineas clonales
(Michielse y Rep, 2009). Algunas cepas de F. sp son patdégenas para diferentes
plantas, mostrando un alto nivel de especificidad del hospedero, por lo que se
han clasificado mas de 120 formas especiales (formae speciales; f.sp.) de F.
oxysporum F.solani (Fravel et al.,, 2002), que produce en gran abundancia
macroconidias, microconidias y clamidosporas sobre la materia organica y tejido
muerto colonizando el suelo, las clamidosporas permiten que el patdogeno se
encuentre inactivo en el suelo y le permiten sobrevivir en condiciones
desfavorables y se activan cuando la raiz de las plantas crece cerca de las
clamidosporas (Sutherland, 1990).

3.11 Clasificacion taxondmica de Fusarium

Clasificacion taxonomica de Fusarium, segun Agrios, (2005).
Reino: Fungy

Divisién: Amastigomycota

Clase: Deuteromycetes

Subclase: Hyphomycetidae

Orden: Monialiales

Familia: Tuberculariace

Género: Fusarium

Especie: Fusarium sp. (Figura. 3)
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Fig. 3 Apariencia de las macroconidias caracteristicas de aislados de Fusarium
(A) y apariencia de los conidioforos largos y microconidias (B)

caracteristicas morfologicas del hongo Fusarium sp.

3.12 Fusarium oxysporum.

Fusarium oxysporum es un buen representante entre la microflora de la
rizosfera. Mientras que todas las cepas existen saprofiticamente, algunas son
bien conocidas por inducir marchitez o pudricién radicular en las plantas,

mientras que otras son consideradas como patogénicas.

Causa principalmente marchiteces vasculares, ingresa por el sistema radicular y
continua colonizando a través de la epidermis, el cortex y los tejidos de la
endodermis, penetrando las vesiculas del xilema, utilizandolo para moverse de

manera ascendente y establecerse en la planta (Zvirin y col., 2010).
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La infeccion de la planta por Fusarium oxysporum es un proceso complejo
conformado de varias etapas de interacciones planta - patdégeno:
reconocimiento de las raices hospederas, penetracion de la hifa por los
diferentes tejidos radiculares, penetracién y avance progresivo por el xilema y
adaptacion al ambiente interno de la planta (Beckman, 1987). Durante la ultima
etapa de infeccion, el hongo secreta enzimas liticas y toxinas que generan los
sintomas de la enfermedad, incluyendo lesiones necroticas, clorosis y marchitez

(Zvirin y col., 2010).

3.13 Fusarium solani

Es un hongo fitopatdgeno que causa pudricion de raiz, generando pérdidas
econdmicas considerables en muchos cultivos importantes (Lim y col., 1991).
Algunas de sus caracteristicas morfoloégicas son: macroconidias en forma de
canoa, delgadas. Su microconidia es elipsoidal producida en largas

monofialides en el micelio aéreo.

3. 14 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos
campos de la biologia como evolucion, ecologia, bio-medicina, ciencias
forenses y estudios de diversidad. Ademas se utilizan para localizar y aislar
genes de interés. En la actualidad existen varias técnicas moleculares que nos
permiten conocer como se encuentran las proporciones de genes en las

poblaciones naturales de manera indirecta, como con los analisis de proteinas,
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o de manera directa con estudios de ADN. Los diferentes tipos de marcadores
se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o

multiples y son de tipo dominante o co-dominante (Simpson, 1997).

3.15 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La PCR fue descrita en 1971 y 1974 por el grupo de Khorana aunque pasoé
sorprendentemente desapercibida durante afios. Su reinvencion en 1983 por
Kary B. Mullis ha representado una de las mayores revoluciones en las ciencias
de la vida. Finalmente, la técnica fue automatizada y popularizada en 1988
mediante el empleo de una ADN polimerasa termoestable (Caballero et al.,

2001).

La PCR se basa en la amplificacion selectiva y exponencial de una regién del
ADN molde. Esta reaccion es catalizada por una enzima ADN polimerasa
termoestable, en presencia de dos oligonucle6tidos (18- 30 nucle6tidos)
denominados iniciadores o cebadores, disefiados para que se unan a los
extremos de la regiébn a amplificar. Los iniciadores hibridan con el ADN
desnaturalizado en dos zonas del mismo, creando asi dos fragmentos de ADN
de doble cadena que ceban a la ADN polimerasa y delimitan la region que se
amplifica. De esta manera la ADN polimerasa duplica un fragmento de ADN, y
repitiendo el ciclo varias veces se consigue una multiplicacion exponencial del
fragmento, que permite obtener una cantidad de ADN Yy visualizarla a partir de

una sola molécula del mismo (Ward, 2001).
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3.16 Electroforesis

La electroforesis capilar (EC) es una técnica de separacion en la que las
sustancias a analizar se separan en funcion de su diferente movilidad, en
sentido y velocidad, bajo la accion de un campo eléctrico. Entre sus ventajas
pueden destacar: alta eficacia, rapidez de las separaciones, bajo coste de los
analisis, pequefa cantidad de muestra requerida y bajo consumo de reactivos.
Ademas, la EC puede ser aplicada para la separacion de una gran variedad de
muestras como son compuestos idnicos, polares no id6nicos, asi como
compuestos apolares. También se puede aplicar al analisis de biomoléculas de

altos pesos moleculares. (Electroforesis, 2001).

3.17 Espaciadores transcritos internos (ITS)

Estos marcadores genéticos se refieren particularmente a dos secuencias no
funcionales del rDNA, intercaladas una entre los genes ribosomicos y que se
presen tan consecutivamente en multiples copias que pueden ir desde cientos a
miles, en un arreglo en un grupo y que codifican proteinas idénticas o casi
idénticas. White et al. (1990) disefaron iniciadores especificos para amplificar y
secuenciar varios segmentos del rDNA mitocondrial y nuclear en hongos,
abriendo la posibilidad de hacer estudios filogenéticos utilizando estos genes
(Calle, 2005). La region ITS completa de 600 a 800 pb puede amplificarse
facilmente con iniciadores universales; la naturaleza multicopia de las
repeticiones del rDNA hace de esta region una secuencia facil de amplificar aun
cuando se utilizan muestras pequefias de DNA. Esto lo convierte en uno de los

marcadores mas populares para llevar a cabo inferencia filogenética a nivel
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geneérico e infra-genérico (Losdish et al., 2003). Entre las ventajas de los ITS, se
menciona su herencia bi-paterna que permite revelar casos de reticulacion,
hibridacién y poliploidia: su universalidad y amplia disponibilidad de “iniciadores”
para su amplificacion, su relativa abundancia que facilita su aislamiento, su
uniformidad intragenomica atribuida al fenédmeno de evolucién concertada y su
amplia variabilidad intergenémica que los capacita para la inferencia genética a

diversos niveles taxondmicos, desde especies hasta familia.

3.18 Factor de elongacién 1-a (EF-a)

El factor de elongacion en un gen que codifica una proteina altamente
conservada que posee un importante papel en el ciclo de alargamiento y
sintesis de la proteina en las células eucariotas (Merrick, 1992). En eucariotas
el EF-1a es la segunda proteina mas abundante después de la actina,
construyendo del 1 al 2 % del total de la proteina en el crecimiento normal de la
célula (Condeelis, 1995). Las bandas cargadas de moléculas de RNAt
transportan hacia los sitios receptores de los ribosomas adyacentes a una
cadena polipeptidica en crecimiento. EI gen EF-a puede presentarse en
multiples copias en algunos Ascomycota y Zygomycota; una de las ventajas que
presentan el uso del gen que amplifica para el EF-1 a es su capacidad para
resolver filogenias a nivel de especie, asi como las divergencias mas profundas

en los hongos.
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3.19 Método de secuenciacién Sanger

El método de Sanger se basa en el uso de la ADN polimerasa para sintetizar
cadenas de ADN con una terminacion especifica. Con este método se generan
fragmentos de ADN de todos los tamafos posibles que se puedan distinguir
entre si, por el tipo de marcaje que llevan o por la incorporacion de un
terminador especifico. Las enzimas del tipo de la ADN polimerasa requieren de
un templado de ADN de cadena sencilla, y realizan la sintesis de la hebra
complementaria extendiéndola a partir de un iniciador en direccion 5’ a 3’. Entre
los componentes de la reaccidn se incluyen nucleétidos que no tienen un grupo
hidroxilo en su extremo 3’ (ddNTP), para poder obtener una terminacion
especifica en las cadenas. Una vez que el ddNTP se incorpora como el residuo
terminal, evita que la cadena de ADN sintetizada continle extendiéndose. La
incorporacion de los ddNTPs es al azar, de tal forma que se obtienen
fragmentos de todos los tamafios posibles que terminan en un residuo

especifico (Sanger, F. 1999).

3.20 Dendrograma

Dendograma es una representacion grafica en forma de arbol que resume el
proceso de agrupacion en un analisis de clisters. Los objetos similares se
conectan mediante enlaces cuya posicion en el diagrama esta determinada por
el nivel de similitud/disimilitud entre los objetos, lo que hace importante el
estudio de esta diversidad mediante métodos cuantitativos que ayuden a
agrupar poblaciones de un mismo género o especie, mediante similitudes de

caracteres homoélogos, Sokal y Sneath (1963). Propusieron el tratado de
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taxonomia numérica, el cual mediante variables binomiales, multinomiales y
cuantitativas analizadas con técnicas estadisticas multivariadas, agrupa
poblaciones de acuerdo a similitudes de dichos caracteres, con la finalidad de
facilitar su interpretacion, desde el punto de vista taxonémico o agronémico de
acuerdo con el interés del investigador. Para ello se hace referencia al concepto
de unidad taxondémica operativa (OTU, “operational taxonomic unit’, por sus
siglas en Inglés), que es definida como aquellos individuos o poblaciones que
son el objeto del estudio y pueden ser representados en un dendrograma

(Gonzalez—Andrés, 2001).
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CAPITULO IV
PROCEDIMIENTOS

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de Fitopatologia del Instituto
Tecnolégico de Tlajomulco Jalisco y en los predios comerciales de agave
denominados San Juan, en el municipio de Zapotlanejo y Santo Domingo, en el
municipio de Acatic, Jalisco, propiedad de la empresa Cuervo de México S. A.

de C. V.

4.1 Descripcion del area de estudio

4.1.1 Localizacion geografica

El Instituto Tecnologico de Tlajomulco se encuentra ubicado en el Km. 10 de la
carretera a San Miguel Coyutlan, en el municipio de Tlajomulco de Zuldiga,
Jalisco. El laboratorio de Fitopatologia, se ubica en las instalaciones de la

Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de este instituto.



4.2 Muestreo en campos comerciales de agave tequilero

Con el fin de obtener aislados de hongos del género Fusarium, se realizd un
muestreo en el predio comercial San Juan, de agave tequilero, propiedad de la

empresa Cuervo de México S. A. de C. V, el objetivo del muestreo era tomar

muestras de tejido necrotico, de plantas afectadas por pudricion del tallo.

Figura 4. Apariencia de plantas de agave sanas (A) y enfermas (B y C) en
predios comerciales de agave tequilero propiedad de la empresa

Cuervo de. México S.Ade C.V.

La seleccion de las plantas a muestrear se realizé primeramente por
observacion visual (Figura 4). Una vez identificado el sintoma de marchitez en
campo, se tom6 una muestra de tejido necrotico de que se llevé al laboratorio
de Fitopatologia. Posteriormente, se hicieron siembras de fragmentos del tejido
dafiado en medio de Papa-Dextrosa-Agar (PDA), a partir de la region que

presentaba la necrosis, contigua a regiones que no tenian esta necrosis, ya sea
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en raiz, tallo o corona. Como es comun, junto con los fitopatégenos en el tejido
necrosado, existen bacterias hongos sapréfitos, que también crecian, por lo

que se requirio de purificar los aislados de hongos.

4.3 Aislamiento a partir de tejido enfermo

Para poder realizar el aislamiento de los fitopatdgenos, primeramente se
esterilizd el material necesario, que consistia en frascos de vidrio transparentes
pequefios de aproximadamente cinco ml, servilletas de papel dentro de bolsas
de polietiieno de doble densidad cerradas, agua destilada. Las pinzas y las
agujas de diseccion fueron esterilizadas a la flama de un mechero de alcohol.
Posteriormente se prepard una solucion de 10% de alcohol, 10% de cloro y
80% de agua destilada (Solucion 1:1:8). Esta solucion se utilizd para la
desinfeccién superficial del tejido dafiado.

La Figura 5, muestra cdmo se cortaron los trozos con un area aproximada de 1
cm? dependiendo si la muestra era de tallo, corona o raiz. Estos fragmentos se
desinfectaron sumergiéndolos en la solucion 1:1:8 durante 2 minutos en un
frasco de vidrio, enseguida se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril
en dos frascos de vidrio adicionales, después, las muestras se secaron con las
servilletas estériles y se sembraron en cajas de Petri con medio de cultivo
Papa-Dextrosa-Agar (PDA), para que mediante una incubacion a 28 °C por
mas de tres dias, lograr el crecimiento del hongo. Para realizar este

procedimiento se basoé del reporte por Gil, (1995).
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Figura 5. Muestras de tallo y corona de agave, con tejido necrosado o bien

con destruccion o taponamiento de haces vasculares.
4.4 Purificacion de hongos fitopatégenos

Luego de transcurrido el periodo de incubacion del aislado, se retird una porcion
de micelio del centro de la colonia y se coloco en un porta objetos dentro de una
gota de el colorante azul de algoddn-lactofenol, enseguida se cubrié con un
cubreobjetos y se observé al microscopio compuesto, utilizando primero el
objetivo 10X para detectar la forma y ordenamiento caracteristico de las
esporas; posteriormente, se utilizd el objetivo de 40X para realizar una
observaciéon mas detallada. Una vez identificado el hongo, primeramente como
del genero Fusarium, por sus conidios en forma de canoa como se aprecia en la
Figura 6A, adicionalmente se debian observar conidiéforos largos con una
microconidia en el extremo como se muestra en la Figura 6B. Corroborado la

presencia de F. solani, se procedi6 a resembrar un fragmento similar al
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observado en una nueva caja Petri con medio PDA para el crecimiento puro del

hongo, en concordancia con el protocolo de identificacion planteado por Agrios,

(1998).

Figura 6. Apariencia de las macroconidias caracteristicas de aislados de
Fusarium (A) y apariencia de los  conidioforos largos y microconidias

(B) caracteristicas morfoldgicas del hongo Fusarium solani.

4.5 Cultivos monospaoricos

Para obtener cultivos monosporicos que permitieran tener una uniformidad
genética en las cepas de estudio, primeramente se prepard una suspension de
conidios del hongo, agregando 8 ml de agua destilada sobre el micelio de un
cultivo puro. Esta suspension se verti6 en un contenedor estéril y con una
micropipeta, se colocaron dos alicuotas de 50 yl en una camara de Neubauer y
se cubrieron con un cubreobjetos. La camara se llevO a un microscopio
compuesto para proceder al conteo de conidias (Figura 7).Después de haber

contado las conidias, se procedid a elaborar una suspension de 5 pl para

33



sembrarlos en una nueva caja Petri con medio de cultivo PDA, la que se
dispersara sobre su superficie con un triangulo de aluminio, después de haber
dispersado los 5 ul, se incubaron a 28 °C durante 24 h, transcurrido este
tiempo, se busco localizar el crecimiento inicial de una sola ramificacion miceliar
a partir de una espora y a partir de ese crecimiento observado, se corté un
pequefio fragmento de agar que llevaba el nuevo crecimiento, transfiriéndolo a
una nueva caja de medio de cultivo PDA, para su crecimiento puro a partir de la

colonia de una sola espora (Leslie, 2006).
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Figura 7. Apariencia de conidios de Fusarium para en la camara de NeuBauer

utilizada para determinar su concentracion.

Los calculos que se realizaron para determinar la densidad de conidios en una
suspension, son la suma de los cinco cuadros, se multiplica primero por
cincuenta y después por mil como se ejemplifica a continuacién tomando datos
mostrados en la Figura 7.

((51 x50x1000) + (245 x50x1,000))/2) = 4,350,000

La cantidad obtenida seran los conidios que hay en un ml de la suspension de

donde se sacaron los 50 pl. Se promedian los dos conteos, con la finalidad de
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calcular el colocar como maximo en la caja de Petri, una cantidad de
suspension de 20 a 30 conidios, y asi facilitar su identificacion y transferencia a

otra caja de Petri.

4.6 Cepario

Después de obtener el cultivo monosporico se cortaron cuadros pequefios de
papel filtro que se esterilizaron dos veces a 121 °C y 15 psi, para eliminar la
carga microbiana que estos pudieran tener. Ya estériles, seis de estos estos
fragmentos de papel se colocaron en forma circular dentro de una nueva caja
con medio de cultivo PDA (Figura 8). Antes de utilizarse estas cajas, se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 48 h, para detectar aquellas cajas
que tuvieran crecimiento de microorganismos contaminantes. Después del
periodo en observacion, se sembré en el centro de las cajas, un trozo de agar
que tuviera micelio del cultivo monosporico, para que con el crecimiento del
micelio del hongo puro, se colonizaran los fragmentos de papel filtro estéril

(Leslie, 1953).

Figura 8. Forma en la que se colocaron los fragmentos de papel filtro estéril

sobre cajas con medio de cultivo PDA.
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4.7 Crecimiento de micelio para la extraccion de DNA

Con el fin de extraer el DNA de los hongos purificados, se cortaron circulos de
8 cm de diametro de papel celofan dulce, que se lavaron previamente con agua
tibia en tres ocasiones para retirar la capa de azucar que contiene este tipo de
papel celofan. Estos circulos se colocaron dentro de una caja Petri de vidrio,
para esterilizarlos de preferencia dos veces y asi evitar que sobreviviera
cualquier microorganismo. Después de esto, en camara de flujo laminar, se
colocaban, con precision sobre el medio de cultivo estéril de una caja de Petri y
se dejaron en observacion al medio ambiente durante 24 h, para corroborar
gue no se tenia crecimiento de microrganismos (Figura 9). Después de
transcurrido este periodo de tiempo, se tomé un fragmento de medio de cultivo
y micelio de una caja con cultivo monosporico de la cepa y se coloco en el
centro del area cubierta con papel celofdan en la caja de Petri, para el
crecimiento de micelio (Leslie, 1953). Después de un periodo de 4 a 5 dias de
crecimiento de micelio en el papel celofan se retiré con una aguja de intercesion
estéril y se proces6 con el kit ZR Plant/Seed/DNA Miniprep

Zymo Research que a continuacion se menciona para la extracciéon de DNA.
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Figura 9. Colocacion del papel celofan para
crecimiento de micelio separado  del medio
de cultivo y asi poder cosechar esta biomasa

facilmente.

4.8 Extraccion de DNA.

Se realiz6 la extraccion de DNA de las muestras P4, C7, R.A, P3, A3, TALLO
DE AGAVE 1, TALLO DE AGAVE 2 utlizando el KIT de extraccion ZR
Plant/Seed/DNA Miniprep Zymo Research. Los pasos del protocolo utilizado

Bio-Rad (2001) se mencionan a continuacion.

Para una eficiencia Optima, se agregd B -mercaptoetanol al Plant/Seed DNA
Binding Buffer a una dilucién total de 0.5% (v/v). (50 microlitros en 100
microlitros es el 50%) Antes de iniciar, los tubos verdes Spin filters necesitan

prepararse antes de su uso:
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1.- Partiendo la base de los tubos verdes Spin filters.

2.- Se insertd en un tubo colector.

3.- Se centrifugd en una microcentrifuga a exactamente 8,000 x g X 3 minutos.

4.- Se agregaron 150 mg de tejido de micelio en el tubo ZR Bashing BeadLysin

y se le agregan 750 pl de la solucion de Lysis.

5.- Se asegurd un tubo colector de 2 ml a un Vortex y se agitd a la maxima

velocidad durante 10 minutos.

6.- Se centrifugo el tubo ZR Bashing Bead Lysis en microcentrifuga a 10,000 X

g X 1 minuto.

7.- Se transfirieron 400 pl del sobrenadante, a un filtro Zymo-spin 1V (tubo de

tapa naranja) en el tubo colector y se centrifugd a 7,000 X g X1 minuto.

8.- Se agregaron 1,200 ul del buffer Plant/Seed DNA Binding Buffer al filtrado

en el volumen colectado del paso 4 y se mezclaron.

9.- Se transfirieron 800 ul de la mezcla del paso 5 a la columna Zymo spin IIC

en el tubo colector y se centrifugaron a 10,000 X g X 1 minuto.

10.- Se desecho el liquido que pas6 a través del tubo colector y repitié el pasoé

6
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11.- Se agregaron 200 pyl DNA pre-wash buffer a la columna Zymo-spin IIC al
Zymo — spin IIC columna en un nuevo tubo colector y centrifugaron a

10,000 rpm X 1 min

12.- Se agregaron 500 ul del buffer Plant/Seed DNA wash Buffer a la columna

Zymo-spin lIC y se centrifugaron a 10,000 rpm x 1min.

13.- Se transfirié la columna Zymo-Spin IIC a un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml y se le agregaron de 50-100 ul del buffer de elusion de DNA
directamente a la columna y se centrifuga a 10,000 rpm por 30 seg para

eluir el DNA.

14.- Se transfirid el DNA de los tubos spin filters del paso 10 a un tubo de
microcentrifuga de 1.5ml (tapa verde) y se centrifugd a 8,000 rpm por
1min y el DNA filtrado, es desde ese momento adecuado para PCR y

otras aplicaciones

4.9 Electroforesis

Para determinar la calidad y cantidad del DNA extraido, se corrié una alicuota
de 2 pl en un gel de agarosa. (Nelson y Cox, 2001). Siguiendo el protocolo que

se describe a continuacion.

1.- Para formular al TAE 1 X, se diluy6 el TAE 50X a razén de 1 ml en 50 ml de

agua destilada (Figura 10A).

39



2.- Para obtener la garosa fundida, se pesaron 0.8 g de agarosa en polvo

Sigma® por cada 100 ml de TAE 1X.

3.- Se mezclé la solucion en un matraz de Erlenmeyer sin tapon.

4.- Se caliento la mezcla en un horno de microondas durante 1:20 min,

agitando la mezcla tomado el matraz con un guante de asbesto.

5.- Se dejo6 enfriar la mezcla durante 30 seg y se le agregé SYBR safe® (Marca
del producto) en una proporcion de 1 ul por cada 20 ml de soluciéon agarosa

en TAE 1x.

6.- Se limpiaron y sellaron con dos tapones, los bordes del molde de plastico en

la cAmara de electroforesis, que sirve para dar forma al gel de agarosa.

7.- La mezcla de SYBR safe® y la agarosa fundida se vacio en el molde de la
camara de electroforesis al afiadir de 40 a 90 ml de agarosa fundida

dependiendo del tamafio del gel que se queria formar (Figura 10B).

8.- Se coloco el peine con el fin de formar los huecos rectangulares (pozos) en

el gel de agarosa (Figura 10C).

9.- Se dejo solidificar durante 15 min.

10.- Ya solidificado el gel, se retiré el peine y se coloco el gel en la camara de

electroforesis (Figura 10D).

11.- Se llend la cAmara de electroforesis de la solucion TAE 1X hasta cubrir los

huecos del gel agarosa IBI sientific® (Figura 10E).
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12.- En el primero de los pozos, se colocaron 2 uyl de un marcador de peso

molecular de DNA hypper ladder boline® de 100 pb.

13.- En los pozos siguientes, se colocaron las muestras de DNA, mezclandolo

con 2 pl de buffer de carga de azul de bromofenol 6x.

14.- Se tapo6 la cdmara de electroforesis y se conecté a la fuente de poder;
considerando las condiciones de 90 voltios, 90 mili- amperes y 11 watts
durante 45 min (Figura 10G). Terminado el tiempo de corrida del gel en la
camara de electroforesis, se sac6 y se coloco en el transiluminador de luz
azul de alta calidad para la visualizacion de ADN y ARN (Figura 7H), y de

esa manera se corrobord la cantidad y calidad del DNA extraido.

Figura 10. Solucién TAE 50X para diluir a 1X (A), Colocacion de SYBR safe® y

la agarosa fundida en el molde de la cAmara de electroforesis (B).
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Figura 10. Colocacion del peine para formar huecos rectangulares (pozos) en el

gel de agarosa IBI scientific® (C), Extraccion del peine del gel solidificado

(D).

Figura 10. Llenado de la camara de electroforesis de la solucion TAE 1X hasta
cubrir los huecos del gel agarosa (E), Colocacién de las muestras de

DNA, mezclado con 2 ul de buffer de carga (F).
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Figura 10. Fuente de poder considerando las condiciones para correr el gel de
agarosa (G), Visualizacion de ADN y ARN en el transiluminador de luz azul de

alta calidad (H).

4.10 Amplificacion por PCR del fragmento ITS1-5.8S-ITS2 y del factor de

elongacion 1a

Para identificar las distintas especies de hongos asociados con la pudricion del

tallo de agave se elaboraron las siguientes amplificaciones.

Se realiz6 las amplificaciones por elongacién uno alfa (EF-1a) y los
espaciadores transcritos internos (ITS1-5.8S-ITS2), de las 7 cepas de hongos
del gener6 Fusarium P4, C7, RAIZ 1, P3, A3, TALLO 1, TALLO 2, obtenidas en

los muestreos de los predios afectados por la pudricion del tallo del agave.
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4.11 Amplificaciéon del factor de elongacién 1 a (EF-1a)

Se estandarizé la mezcla funcional de ingredientes, para la realizacion de la
amplificacion del fragmento EF-1a, en un volumen total de 12.5 ul de reaccion.
Esta mezcla contenia 5.88 ul de agua Mili-Q; 1.25 pl de Buffer 10X; 0.625 ul de
Mg Cl,; 0.3 pyl de Taq DNA polimerasa (Amplicasa®) de CLP; 1.0 ul de iniciador
1H ATG GGG TAA GGA GAC AAG ACs;, 1.0 pl de iniciador 2T ATG GGG TAA
GGA GAC AAG AA;, 1.0 pl de dNTPs y 1.5 de DNA. Las mezclas se colocaron
en un termociclador Corbett® modelo Palm Cicler para realizar la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con las siguientes condiciones de temperatura:
Un paso inicial de 95°C por 2 min; 10 ciclos de 94°C por 1 min; 59°C por 1 min
y 72°C por un minuto de desnaturalizacion, anillamiento y extension
respectivamente y un paso de extension final a 72° por 6 min (O Donnell, k., et
al, 1998). Después de terminar el proceso de amplificacion se verifico la
amplificacion mediante una electroforesis en gel de agarosa de una aliquota de
2 Ml del fragmento amplificado. Si se obtuvieron resultados favorables, se
amplifico nuevamente este fragmento, pero en volumen de 50 ul. Para obtener
material suficiente para enviar a secuenciar las muestras amplificadas, que
contenia: 23.52 pl de agua Mili-Q, 5 uyl de amortiguador Buffer 10X, 2.5 ul de
MgCl,, 1.2 ul de Tag DNA polimerasa (Amplicasa®), 4 pl de iniciador 1H, 4 pl
de iniciador 2T, 4 yl de dNTPs, 6 ul de DNA. Las mezclas se sometieron a la
amplificacion PCR, y visualizacion en gel de electroforesis de acuerdo a las

condiciones mencionadas anteriormente.
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4.12 Amplificacion de los espaciadores transcritos internos (ITS)

Se realiz la estandarizacion de mezclas para la amplificacion del fragmento
ITS1-5.8S- ITS2, en un volumen total de 12.5 yl de reaccion, que contenia 6.5
Ml de agua Mili-Q, 1.25 yl de amortiguador Buffer 10X, 0.625 ul de Mg Cl.,
0.125 ul de Taq CLP Amplicasa, 1.0 pl de iniciador 1H, 1.0 ul de iniciador 2T,
1.0 yl de dNTPs, 1.0 de ADN. Las mezclas se sometieron a PCR con las
siguientes condiciones de temperatura: 94° por 2 min desnaturalizacion inicial,
94° por 1 min desnaturalizacién, 59° por 1 min anillamiento , 55° por 1 min
extension, 72° por 6 min extension final (White et al, 1990) . Después de
terminar el proceso de amplificacion se verifico las reacciones de PCR

mediante la electroforesis en gel de agarosa.

Se amplifico nuevamente en un volumen de 50 pl para enviar a secuenciar las
muestras amplificadas incrementando proporcionalmente los componentes
cocktel de amplificacion. Considerando su cantidad en la reaccion de 12.5 pl.
Terminada la amplificacién se volvié en un gel de agarosa, con las condiciones

anteriormente mencionadas.

4.13 Purificacién de muestras de DNA amplificadas

Las muestras amplificadas en el factor de elongacién 1a y fragmentos ITS1-
5.8S-ITS2, se purificaron independientemente utilizando el kit comercial Gel/
PCR DNA Fragment Extracciéon Kit®, con el protocolo PCR Clean Up Protocolo
de IBI, siguiendo las indicaciones del fabricante que basicamente consistian

en:
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Paso 1. Muestra de preparacion.

e Se colocaron los 50 pl del producto de PCR en un tubo de
microcentrifuga.
e Se afadieron 5 volumenes de buffer DF a 1 volumen de la muestra y se

mezclaron mediante agitacion.

Paso 2: DNA Binding.

e Se colocé una columna DF en un tubo de colector.

e Se aplico la mezcla de la muestra a partir del paso anterior en la columna

DF.
e Se centrifugo a 6,000 x g (8,000 rpm) durante 30 segundos.
e Se desecho el liquido filtrado y se coloco la columna DF, en un tubo

colector.

Paso 3: Lavado.

e Se afadieron 500 ul de buffer de lavado (etanol afiadido) en la columna
DF.

e Se centrifugo a 6.000 x g (8,000 rpm) durante 30 segundos.

e Se desecho el filtrado y se coloco la columna DF de nuevo en un tubo de
colector.

e Se centrifugo de nuevo durante 2 minutos a 14.000 rpm, para secar la

matriz de la columna.
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Paso 4: Elucion del DNA

e Se colocod la columna seca a un nuevo tubo de centrifuga.

e Se afiadieron 50 pl de buffer de elucidén o agua, en el centro de la matriz
de la columna.

e Se dejo6 reposar la columna durante 2 minutos, hasta que el buffer de

elucién se absorbio por la matriz.

Se centrifugo la columna a 14,000rpm, para eluir el DNA purificado.

Después de haber terminado la purificacion de los fragmentos EF-1a e ITS
5.8S-ITS2, se volvieron a correr en un gel de agarosa, para corroborar su

pureza y cantidad suficiente, para enviar a secuenciar.

4.14 secuenciacién nucleotida

Las muestras amplificadas por PCR se enviaron a secuenciar al Laboratorio de
Nacional de Gendémica de la Diversidad (LANGEBIO), en Irapuato, Guanajuato.
Estos amplificados se secuenciaron mediante electroforesis capilar por el
método de diodeoxi de Sanger et al (1997). Se utilizaron los terminadores
Bigdye® v3.1 en un secuenciador Applied Biosystems modelo 3730XL. Para
cada secuenciacion, se utilizaron 10 ul del producto de amplificacion, a una
concentracion aproximada de 30 a 50 ng /ul, para la secuenciacién con los

iniciadores de ambos sentidos.
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4. 15 Edicién y ensamblaje de secuencias

Las secuencias amplificadas, con los oligonucledtidos utilizados en este
estudio, se editaron con el programa BioEdit (Hall, 1999). La edicion de las
secuencias se realizd0 con criterios conservadores, como el recorte de los
extremos de la secuencia que mostraban bajo nivel de calidad en la lectura. Las
secuencias editadas se ensamblaron a partir del par de secuencias generadas
para cada producto de PCR, utlizando el programa BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu /BioEdit/, permitié realizar un alineamiento multiple

de las secuencias generadas en ambos sentidos para cada region,

4.16 Ubicacion taxondmica de acuerdo al GenBank

Las secuencias obtenidas de cada aislado, de los dos fragmentos amplificados,
se compararon con las secuencias de fragmentos similares disponibles, en la
base de datos del GenBank del NCBI (Centro Nacional para la Informacién
Biotecnoldgica) utilizando la herramienta Mega BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), para secuencias altamente similares. Para establecer las

relaciones filogenéticas mediante dendograma.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Muestreo en campos comerciales de agave tequilero

Durante los muestreos se observé que la incidencia de la enfermedad de
pudricion tallo de agave en los predios del municipio de San Juan, fue mayor
que en Santo Domingo. Ademas también fue bastante notorio la distribucion
espacial de la enfermedad, cuando la incidencia es alta, presentan grados de
marchitez altos y en casos extremos muerte o destruccion de la planta (Figura

11).

Figura 11. Plantas de agave tequilero con sintomas de pudricion de tallo
representada los sintomas en las puntas de las hojas encorvadas y marchitas



5.2 Aislamiento

En la Figura 12, se muestra la apariencia de los aislados de hongos del género
Fusarium sp, obtenidos de los muestreos de plantas enfermas, en los predios
San Juan en el municipio de Zapotlanejo, Jalisco y en el predio Santo Domingo,

en el municipio de Acatic, Jalisco.

Raiz de agave 7 Tallo de agave

2

Figura 12. Aislamientos del patégeno Fusarium sp. obtenidos a partir de
muestras de raiz y tallo de plantas de agave, de los predios San Juan y

Santo Domingo.

En total se obtuvieron 12 muestras recolectadas en los predios afectados por la
pudricion de tallo de agave. Se eligieron siete muestras que fueron las mas
patogénicas con las claves de identificacion: P4, C7, R.A, P3, A3, TALLO DE
AGAVE 1, TALLO DE AGAVE 2, para realizar los aislamientos como se observa
en la (figura 12). Se sembro el material obtenido de las plantas con sintomas de

pudricién de tallo en cajas Petri con Papa-Dextrosa-Agar (PDA), donde se logro
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el crecimiento del hongo Fusarium sp, y cumpliendo de esta forma con la
adaptacion del protocolo por (Gil, 1995). Segun Loera-Quezada (1999) obtuvo
resultados que mostraron que A. tequilana es altamente susceptible a tres
especies de Fusarium (F. solani F. moniliforme F. oxysporum), siendo F. solani
la especie mas agresiva. Por otra parte (Aceves 2003; CRT 2005) asocian a

esta enfermedad “marchitez del agave” con la “pudricion del tallo”.

5.3 Purificaciéon

En la Figura 13 se observa el crecimiento puro de uno de los hongos obtenidos,
gue tenia las caracteristicas de Fusarium solani, que se resembr6 para su

purificacion.

Figura 13. A) Cultivo puro de Fusarium solani obtenido a partir de plantas de

agave: B) Morfologia de Fusarium solani.
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La purificacion se inicié a los dos dias de crecimiento de los siete aislados en
estudio del patdgeno causante de la pudricion del tallo de A. tequilana en
medios de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), las caracteristicas observadas
fueron: forma redonda, el color variaba entre crema, purpura, blanco, café claro,
superficie lisa y en algunas rugosas, la apariencia del borde varia, entre
acerrada y ondulada (Figura 13 A). Para observar la estructura del hongo se
llevo a cabo a través de un montaje en un microscopio compuesto, mediante la
técnica de tincidn de esporas donde se observaron la forma y ordenamiento
caracteristico de las esporas en forma de canoa Yy conidioforos largos con una
microconidia en el extremo como se muestra en la (Figura 13 B) corroborado la
presencia de Fusarium sp, esto coincide con lo reportado Avila (2010) quien
reporta Veinte y siete de veintinueve aislados Fusarium sp del tejido del tallo de

las plantas de campo, de acuerdo a las caracteristicas macroscopicas en PDA.
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5.4 Cultivo monosporico

En la figura 14 se muestra el crecimiento inicial obtenido del patdgeno Fusarium

sp. de una sola ramificacion micelar a partir de una sola espora.

Figura 14. Desarrollo de un cultivo monosporico proveniente de una conidia.

En los resultados obtenidos en este estudio se identifico que el patbgeno que
crecia dentro de la caja petri pertenecia al género de fusarium sp. donde se
logro localizar el crecimiento inicial de una sola ramificacion micelar a partir de
una espora, donde se cort6 un fragmento de agar que llevaba el nuevo
crecimiento, transfiriéndolo en una nueva caja de medio de cultivo PDA, para su
crecimiento a partir de una sola colonia de una espora. Este procedimiento se
realizd6 en cada una de las siete cepas en estudio que permitieron tener una
uniformidad genética (Figura 14). Cafiedo (2004), Para establecer una coleccion
confiable, es necesario partir de aislamientos monospéricos que garanticen la
autenticidad y pureza de los mismos, comparando resultados con Leslie y
Summerell (2006) la caracterizaron de los cultivos monosporicos es mediante

la forma y tamafio de las fialides del patégeno de Fusarium sp.
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5.5 Cepario.

En la Figura 15, se muestra el crecimiento de micelio del cultivo monospéricos
obtenido en fragmentos de papel estéril, para la conservacion del cepario del

laboratorio de sanidad vegetal.

Figura 15. Cepario de cada muestra.

Los resultados obtenidos en este estudio, se lograron después de que el micelio
de las cepas habia colonizado los fragmentos estériles de papel filtro que se
colocaron en cajas Petri estériles y secas, sellandolo con cinta Cleanpack, para

guardarse posteriormente en refrigeracion a una temperatura de 4 °C como se
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muestra en la Figura 15, se lograron siete ceparios donde se identifico las
cepas de la siguiente manera, cinco ceparios de Fusarium solani registradas
con las claves: P4, C7, A3, TALLO DE AGAVE 1, TALLO DE AGAVE 2, y dos
ceparios con las claves: P3, R1 pertenecientes a Fusarium Oxysporum,
obteniendo los resultados y las caracteristicas favorables estos aislados en

estudio formaran parte del cepario del laboratorio de fitopatologia vegetal.

5.6. Crecimiento de micelio en papel celofan para la extraccion de DNA

En la Figura 16 se obtuvieron el crecimiento del patégeno fusarium sp. En cajas
de PDA con papel celofan para la extraccion del DNA en cada una de las cepas

en estudio.

Figura 16.Cepas en crecimiento de micelio en papel. Cepa (1, 6)
pertenecientes a Fusarium oxysporum, Cepa (2, 3, 4, 5) Fusarium

solani.

55



Los resultados logrados en este proceso de crecimiento de micelio en papel
celofan de las cepas en estudio se llevo mediante el método de celofan Dennis
y Webster, (2001), donde consistid6 en colocar con precision el papel celofan
estéril en una caja nueva de PDA. Con la finalidad de poder cosechar la
biomasa facilmente de cada una de las cepas y asi obtener suficiente micelio

para la extraccion de DNA.

Por otra parte se realiz6 el andlisis visual de crecimiento de biomasa en papel
celofan de las cepas en estudio donde podemos resumir que los aislados que
se desarrollaron mas facilmente fueron las de Fusarium oxysporum en un
periodo de cinco dias con claves pertenecientes P3, R1. Por lo consiguiente los
aislados de Fusarium solani se desarroll6 lentamente en un periodo de diez
dias con las claves pertenecientes P4, C7, A3, TALLO DE AGAVE 1, TALLO

DE AGAVE 2.
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5.7 Extracciéon de ADN de muestras.

En la Figura 17 se observan los resultados logrados de las extracciones de

DNA de las muestras de agave con el KIT de extraccion de DNA ZR
Plant/Seed/DNA Miniprep Xpedition™ Sample Processor (XSP).

Figura 17. Resultados de las extracciones de DNA.

Al correr el DNA en el gel de agarosa al 0.8%, se logré apreciar una banda muy
cercana al pozo donde se colocé la muestra y muy arriba de las bandas del
marcador de peso molecular cuyo tamafio maximo era de 1500 pb, pero la

banda se aprecia bien definida, como se observa en la Figura 17, en donde los
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aislados A3, P4, T2 y R1 tienen una banda de aproximadamente la misma
intensidad y tamafio, al haber corrido 2 microlitros del DNA extraido. Este DNA
se apreci6 adecuado para realizar con él la amplificacion por PCR de los

fragmentos eflalfa e ITS1-ITS4.

5.8 Amplificacion por PCR por (EF 1a) y (ITS).

En la figura 18 se muestran las amplificaciones del factor de elongacion 1a
logradas a 720 pb como se observa en la figura 18A y la amplificacién ITS
lograda a 540 pb en la figura 18B, con las condiciones y temperaturas

establecidas en la estandarizacién de cada amplificacion.

P3 A3 Control

Fig 18A.Gel de agarosa mostrando los productos de la amplificacién del

factor de elongacién 1 a.

El desarrollo de técnicas moleculares basadas en la reaccion de la cadena de la
polimerasa (PCR), la cual permiti6 la caracterizacion del acido nucleico

amplificado a partir de pequefnas cantidades de muestra, de acuerdo a Donnell,
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(1998) y Leslie (2006) ha sido aplicada en hongos del genero Fusarium sp
donde los caracteres morfologicos han sido un conflicto o simplemente

ambiguos para su identificacion.

La amplificacion por PCR, con el juego de los cebadores ef-1H y ef-2T, del
fragmento de EF-1a de los 7 aislamientos de Fusarium dio como resultado
amplificados de aproximadamente 720 pares de bases que corresponde a la

region comprendida segun O” Donnell, k., et al, (1998).

En el (carril 1, 2, 3, 4 y 6) se muestran amplificado las cepas pertenecientes a
Fusarium solani donde coinciden entre si la misma talla, por otra parte en el
(carril en 5,8) pertenecientes a Fusarium oxysporum también coinciden con la
misma talla como se muestra en la Figura 18A. Para el control negativo (sin
DNA) en el carril 7 donde no existe templete de DNA esto prueba que no existe

presencia de contaminantes en la mezcla de reaccion.

En la Figura 18B muestra en cada uno de los carriles una sola banda bien
definida que representa el amplificado de la region ITS con talla que varia de
500 a 700 pb aproximadamente de acuerdo a la regla molecular que se

encuentra en el primer carril.
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Fig 18B. Amplificaciones obtenidas con la amplificacién ITS de 540pb.

La amplificacion por PCR, con el juego de los cebadores its 1H y its-2T, del
fragmento de ITS de los 7 aislamientos de Fusarium sp dio como resultado
amplificados de aproximadamente 540 pares de bases que corresponde a la

region comprendida.

De acuerdo a la longitud del fragmento amplificado por ITS, podemos distinguir
una sola banda homogénea bien definida de la talla esperada confirmando la
amplificacion correcta del fragmento ITS. Segun White et al, (1990) ha
reportado una talla del ITS que varia de 520 a 850 dependiendo de la especie

fungica.

En el (carril 1, 2, 3, 4 y 6) se muestran amplificado las cepas pertenecientes a
Fusarium solani donde coinciden entre si la misma talla, en el (carril en 5,8)
pertenecientes a Fusarium oxysporum también coinciden con la misma talla

como se muestra en la Figura 14B. Para el control negativo (sin DNA) se
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observd que no existe DNA esto prueba que no existe presencia de
contaminantes en la mezcla de reaccion y a si obtienen las condiciones 6ptimas

para amplificar a una reaccion de 50X para la purificacion de ITS y EF-1a.

5.9 Purificacion de los productos amplificados por PCR (EF 1a) y (ITS).

En la figura 19 se observan los resultados obtenidos de las purificaciones del
(EF 1a) en la figura 19A y de (ITS) en la figura 19B, con la finalidad de purificar

el producto amplificado para la secuenciacion nucleotida.

Fig 19A .Se muestran los resultados de las purificacion lograda del (EF-1a) a

una reaccion de 50 ul de cada producto.

Para la purificacion del producto amplificado por EF-1a se sigue el protocolo
descrito por IBI (2010), que se detalla en métodos. Cabe mencionar que se
utiliza agarosa para la preparacion de geles y la visualizacibn mediante el
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transiluminador de luz azul de alta calidad para la corroboraciéon de

visualizacion de DNA.

En la figura 19B se muestran los resultados obtenidos de las purificaciones del
(ITS) a una reaccién de 50 ul de cada una producto con la finalidad de purificar

el producto amplificado.

Figura 19B. Purificacion de los productos amplificados de Fusarium solani y

Fusarium oxysporum.

El método empleado por IBI (2010) en la purificacion resulto bastante efectivo,
se obtuvo el fragmento amplificado de alrededor de 540 a 580 integro, sin
interferencias y de buena calidad. La purificacion se realiz6 para poder

secuenciar el fragmento ITS amplificado.
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5.10. Secuenciacion nucleotida.

Las secuencias nucleotidas de los productos amplificados fueron enviados al
Laboratorio de Nacional de Gendmica de la Diversidad (LANGEBIO) en
Irapuato, Guanajuato. Donde se secuenciaron mediante electroforesis capilar
por el método de diodeoxi de sanger. Se utilizaron los terminadores Bigdye®
v3.1 en un secuenciador Applied Biosystems modelo 3730XL. Por cada uno de
los ensayos de las regiones EF-q, ITS. Donde los resultados de las secuencias

de cada amplificacion se nos enviaron para editarla con el programa BioEdit.
5.11 Edicién y ensamblaje de secuencias.

Los productos de PCR se editaron en cada una de las regiones individuales; el
resultado del alineamiento y ensamblaje se indica, en la figura 20A donde se
muestra las secuencias editas de la amplificacion EF-qa, y en la figura 16B se

observa las secuencias editas de la amplificacion ITS.

. H‘HH|HH‘HH|HH‘HH‘HH‘HH‘HH|HH‘HH|HH‘HH|HH‘HH|HH‘HH|HH‘HH‘HH‘HH‘HHV”"

1 180 190 200 20 20 20 2l Jull 260 i

T0,-13 pB{GCTTATCTORGRTCRT e RACCCCRCCTGRCATCTUGBGCGBRGTATCAT -~ CAGTCACTICAT- GLTEACAATCATCTACACACCRGTCACTTERTCTAC- -CAGTACAG
51,-C7 pEfGCTTATCTORG6TCRTGEAACCCOGCCTRRCATCTCRROCRRBETAT CAT - CAGTCACTTCAT - GLTCACRATCATCTACAGACCGGTCACTTCATCTAC--CAGTGCGG
67,-3 pE{GCTTAACTGCCATCGTC- AATCCCEACCAAGACCT -~ GRTGGGRTATTTCT -~ CCARGTCAACAT- ACTEACATCGTTTCACAGACCGRICACTTEATCTAC--CAGTGUGG
77,24 pEfGCTTATCTORGGTCRTGEAACCCOGCCTRRCATCTCRBOCRREGTATTCAT -~ CATTCACTT CAT - GCTCACATCATCTACAGACCGGTCACTTCATCTAC--CAGTGCGG
79,-R1 pEfGCTTATCTGCCATCGTC-ARTCCOCACCAACACCT -~ GGTGGGGTATTTCT - CCAAGTCAACAT - ACTCACATCGTTTCACACACCGGTCACTTCATCTAC- CAGTGUGG
19,-11-1 (6CTTATCTORGGTCRTGEAACCCOGCCTGRCATCTCRBGCRRERTATICAT - CAGTCACTTCAT - GCTCACATCATCTACAGACCAGTCACTTCATCTAC--CAGTGCGG
81,12 pEfGCTTATCTORGGTCRTGEAACCCOGCCTRRTATCTCRR0CA5ERTATTCAT - CAGTCACTTCAT - GLTCACRACCATCTACAGACCGGTCACTTCATCTAC--CAGTGCGG

Fig. 20A. Representacion del alineamiento multiple de secuencias de Fusarium

solani, utilizado para la inferencia relaciones filogenéticas.
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En la figura 20. Se observan los resultados editados del alineamiento vy
ensamblaje de los aislados en la amplificacion ITS.

AR R N KR K R R R R e R O R R R R R RN AR O
%\ 140 150 160 170 180 190 200 210 220 29
54,-11 pITs4 CTTTCARCARCRCATCTCTTGGCTCTRCATCEATCAACAACGCAGCCARRTGUCATAGT AATCTCARTTGCACARTT CAGTCARTCATCCARTCTTT
56,-T2 pIT54 CTTTCARCARCGCATCTCTTOGCTCTRRCATCEATEAACAACGCAGCCARRTGUCATAGT RATGTCARTTGCACARTT CAGTCARTCATCCARTCTTT
59,-A3 pITs4 CTTTCAACARCGCATCTCTTGGCTCTRCATCEATCAACAACGCAGCCARRTGUCATAGT AATCTCARTTGCACARTTCAGTCARTCATCCARTCTTT
73,-C7 pITS4 CTTTCARCARCGCATCTCTTOGCTCTRRCATCEATAACAACGCAGCCARRT GUCATARGT RATGTCARTTGCACAATT CAGTCARTCATCCARTCTTT
77,-P3 pITS4 CTTTCAACAACRCATCTCTTGGTTCTRRCATCEATAACAACGCAGCARARTGCCATAGT AATGTCARTTGCACAATT CAGTGARTCATCGARTCTTT
53,-P4 pITS4 CTTTCARCARCGCATCTCTTOGCTCTRRCATCEATEAACAACGCAGCCARRTGUCATAGT RATCTCARTTGCACARTTCAGTCARTCATCCARTCTTT
61,-Q pITS4 CTTTCAACAACGEATCTCTTG6TTCTRGCATCCATCAARACGCAGCARARTGCEATAAGTARTGTCARTTGCACART TCAGTGARTCATCGARTCTTT

67,-R1 pITS4 CTTTCARCARCGCATCTCTTOGTTCTRRCATCEATEAACAACGCAGCARARTGUCATAGT RATGTCARTTGCACAATT CAGTCARTCATCCARTCTTT

Fig 20B. Alineamiento multiple de secuencias de Fusarium solani, utilizado
para la inferencia relaciones filogenéticas.

Como resultado de la reaccion de la secuenciancion se obtuvo las secuencias
editadas de cada uno de los productos amplificados, donde podemos resumir
qgue la secuencia resultante no presentan ambiguedades significativas por lo

gue cumple con los requerimientos para poder realizar el analisis filogenetico.

5.12 Electroferograma de secuencia.

En la figura 21. Se observan los resultados de la electroferograma de los
aislados en las amplificaciones.

Figura 21. Electroferograma de la secuencia reverse correspondiente al
aislamiento de Fusarium sp.
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5.13 Andlisis filogenético.

5.14 Algoritmo de BLAST.

La secuencia editada de EF-1a de 720 nucledtidos fue corrida en el algoritmo
BLAST (Herramienta de busqueda de alineacién local béasico), del NCBI
(Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica) para determinar el grado
de homologia que guarda la secuencias del aislamientos de Fusarium sp, con
respecto a las secuencias depositadas en el GenBank (base de datos de
secuencias genéticas). Se encontraron 7 aislamientos con las cuales las
secuencias de Fusarium solani mantienen el 100% de homologia y las de

Fusarium oxysporum mantienen un 99% homologia.

En el cuadro 1 se observa las secuencias del EF-1a contenidas en la base de
datos GenBank, con las que la secuencia reverse 2T correspondiente al
aislamiento de las cepas de Fusarium solani; A3, P4, C7, T1, y T2 presentan
100% de homologia, mientras que las cepas de Fusarium oxysporum muestran

un 99% de homologia .
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Cuadro 1. Secuencia editada de 720 nucledtidos en el algoritmo BLAST del

NCBI para determinar el grado de homologia con respecto al

GenBank.

Acceso

Desoriods

Total

Evalue

FI335715.1

Fusarium solsni isolate 61
translation =longation facdor
i aslpha gens.  pertiz

s2quence.

el

s

100%

00

100%

A3

KRE7Y3533.1

Fusarium solani O7423
translation slongstion
factor 1 zlpha gene, partia
SEQUENCE.

Q58

858

100%

0.0

100%

P4

KI044418

Fuzarium =solani izolate 95-
851 tranzlation
elongstion factor 1-alphs
[t=fl] gene, s2quence.

1022

1022

100%

0.0

100%

T1

FI8358715

Fusarium sclani isolste 61
translation elongation
factor 1 slpha gene, partia
SEQUENCE.

Sl

221

100%

00

1003

KRE735565.1

Fusarium soclani  strain
03523 elongation factor
13 [t=fl] gene, partial ods.

1003

1003

100%

00

1003

Rl

10809857

Fusarium CEySpOorunm
strain SH-LO01 tramslation
elongstion factor alphs
E=ns, partial cds.

100%

0.0

S5%

P3

Kr052402

Fusarium CEySpOorunm
1solate MRREL 40183
translation elongation
factor 1 slphia (wefl) gene,
partial cds

950

850

100%

0.0

S5%
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5.15 Dendrograma por el método matriz de similitud de correlacion

En la figura 22 se muestra el resultado obtenidos de las huellas dactilares de 7
aislamientos utilizando la matriz de similitud de correlacion muestra que la
diversidad genética de los aislamientos de F. solani y F. oxysporum se
separaron en dos grupos genéticos en un valor de coeficiente de 0.01. Un grupo

esta asociado sélo a aislar 5. El otro grupo se componia de dos aislamientos.

— 78.-F solani P4_pEf-2T

52 -F. solani C7_pET-2T

I— 80 -F. solani T1-1_pEf-2T
82 .-F. solani T2_pEf-2T

|— 68 -F. oxysporum P3_pEf-2T

LS.—F. oxysporum R1_pEf-2T

—— 12 -F. solani A3_pEft-21

0.01

Figura 22. Dendrograma elaborado por el método de matriz de similitud de
correlacion. Se observan los aislados de Fusarium solani y Fusarium
oxysporum de tallo de agave (Agave tequilana Weber var. azul)
agrupados de acuerdo a relaciones filogenéticas del factor de elongacién

1a.
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En la figura 23 se observa los resultados obtenidos de las huellas dactilares de
7 aislamientos de la secuencias (ITS) utilizando la matriz de similitud de
correlacion, muestra que la diversidad genética de los aislamientos tiene un

valor de coeficiente de 0.01.

b3 .-F. solani P4_pITS4
{TSF solani CG7_plTS4
54 .-F. solani T1_pITS4

77 -F. oxysporum P3_pITS4

67 -F.oxysporum R1_pITS4

56.-F. solani T2_pITS4

—— 59 -F_ solani A3_plTS4

Figura 23. Dendograma por el método de matriz de similitud de correlacion de la
secuencias de gen (ITS) de los aislados de la pudricién de tallo de agave.

Los valores de similitud o divergencia en analisis filogenéticos varian en menor
grado, dependiendo del programa informético utilizado para generar los
dendograma. Sin embargo este analisis permite estimar la relacion relativa
entre los organismos. Ademas de la elaboracién de dendograma es necesario
analizar el porcentaje de similitud o divergencia de las secuencias comparadas

Clarridge (2004).
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No existe un consenso en el grado de exactitud en la diferencia genética que
define una especie ademas tampoco hay un consenso en el algoritmo
matematico utilizado para generar ese dato. En la practica se utiliza un rango de
diferencia del 0.01 al 1% de diferencia Song et al (2003). Bosshard et al., utiliza

99% de similitud para definir una especie y 95% determinar para género.

69



CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

6.1 Conclusiones.

Los resultados de la presente investigacion permiten concluir lo siguiente:

1. En las plantaciones de Agave tequilana Weber variedad Azul de San
Juan municipio de Zapotlanejo fue mayor la incidencia de la enfermedad
de pudricion de tallo de agave que en la de los predios de Santo

Domingo, en el municipio de Acatic, Jalisco.

2. A partir de tejidos provenientes de plantas de agave con sintomas de
pudricion de tallo, el patogeno mas aislado fue Fusarium solani, con

evidencia quimica y molecular.



3. Se logré obtener un cepario del presente trabajo donde se obtuvieron cinco
ceparios de Fusarium solani y dos de Fusarium oxysporum que conformaran

el cepario del laboratorio de fitopatologia del ITTJ.

4. Las amplificaciones por PCR del gen del factor de elongacion 1a, se mostro
aproximadamente a 720 pares de bases correspondiente a la regidn, mientras
que la de espaciadores transcritos internos se mostré aproximadamente a 540
pares de bases logrando las condiciones éptimas para la purificacion de las

muestras para secuenciacion nucleotida.

5. Se comparé las secuencias obtenidas en el GenBank para determinar la
ubicacion taxondémica de los aislados en estudio donde se comprob6 que los
aislados de Fusarium solani tienen un 100% de maxima identidad y los

aislados de fusarium varian de 97 a 99% de méaxima identidad.

6. Se elaboré dos dendogramas con el método matriz de similitud de correlacion

que permiti6 saber con mayor precision la diversidad entre los aislados de

Fusarium solani y Fusarium oxysporum en la secuencias de EF- 1a, ITS.
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6.2 Recomendaciones.

Se requiere mas investigacion acerca de esta enfermedad y su agente causal, como
su identificacion mediante el analisis de secuencias nucleotidas, dado que la
identificacion del hongo Fusarium solani y Fusarium oxysporum es complicada saber
con claridad quien provoca la pudricion de tallo de agave; se requiere de estudios
mas histolégicos mas completos del tejido enfermo y estudios sobre la forma de
propagacion y desarrollo de la enfermedad, lo que ayudaria a desarrollar un método

de control de la misma.

Se deben buscar mecanismos de control, basados en el conocimiento detallado de
los agentes causantes de la pudricion del tallo de agave, con la finalidad de que el

cultivo sea mas rentable, dado su gran potencial de explotacion.

Realizar con frecuencia el monitoreo de sanidad para prevenir las propagaciones de

los focos de infeccién del hongo causante de la pudricion del tallo de agave.
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