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RESUMEN

El tequila es una de las bebidas alcohdlicas con mayor demanda a nivel mundial,
colocando a la industria tequilera en una de las méas importantes en México. El insumo
principal para su elaboracion son los fructanos provenientes de la pifia del Agave
tequilana Weber var. azul. Este cultivo sufre pérdidas agronémicas importantes dentro
de las que destaca la marchitez del agave, generando mermas de hasta el 25% anual en
algunas areas productoras. Los agentes causales de esta enfermedad reportados,
incluyen cepas patogénicas de Fusarium oxysporum y F. solani. En este trabajo, se
seleccionaron en campo plantas madre de agave, con una clara variabilidad fenotipica
en susceptibilidad a la marchitez del agave. Hiluelos de plantas con este fenotipo, fueron
reproducidos mediante técnicas de cultivo in vitro y se clasificaron como potencialmente
resistentes o susceptibles. El polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados
(AFLP) a partir de tejido foliar de estos hijuelos, confirmé claramente diferencias
genéticas entre individuos, pero esta diferencia no estuvo correlacionada a la
variabilidad fenotipica observada. Las plantulas obtenidas por cultivo de tejidos, se
confrontaron con una cepa patogénica de F. oxysporum Yy con una de F. solani en dos
diferentes tiempos de confrontacién, 72 horas y 30 dias. Las respuestas bioquimicas
tempranas a las 72 horas, evidenciaron niveles estadisticamente superiores en plantulas
potencialmente resistentes con respecto a las susceptibles, en acumulacién de acido
shikimico, acido salicilico y compuestos fendlicos totales, asi como de actividad
quitinasa. Se determind una correlacion negativa de la magnitud de estas respuestas
bioquimicas tempranas con la incidencia de células dafiadas de tejido radicular en
plantulas isogénicas confrontadas durante 30 dias con la cepa de F. solani, lo que
sugiere que esas actividades y moléculas acumuladas, fueron primordiales en la defensa
en contra de este patogeno. El analisis de AFLP de nueva cuenta evidencia la diversidad
genética presente en Agave tequilana Weber var. azul, y nuestros datos sugieren que
esta diversidad, es en parte explicada con las diferencias en la forma en que responden
las plantas de agave a los patdogenos causantes de marchitez del agave, y este criterio
puede ser utilizado en futuros programas de mejoramiento de este cultivo para

resistencia a la enfermedad.



Con respecto a las evaluaciones en plantulas confrontadas con F. oxysporum se
observd un incremento en actividades quitinasa y peroxidasa de plantulas
potencialmente resistentes con respecto a las susceptibles. Por otro lado, la
acumulacion de &cido shikimico, acido cinamico y actividad glucanasa permanecen
estadisticamente iguales en todos los tratamientos, y la actividad PAL disminuye en
presencia del patégeno, presentando el mismo comportamiento que en la confrontacién
con F. solani. Desafortunadamente, en el bioensayo confrontado con F. oxysporum no
contamos con la evaluacion del dafio causado, de manera que no fue posible realizar la
correlacion para concluir la importancia de estos comportamientos con respecto a la

resistencia y/o susceptibilidad de las plantulas tratadas.

ABSTRACT

Tequila is one of the beverages with higher worldwide demand, putting its industry as
one of the most important in Mexico. The main input for tequila manufacturing is agave
fructanos, which are present in the core of the Agave tequilana Weber var. azul plants.
This crop suffers important agronomical losses, within which it stands out the agave wilt
which generates the depletion of over 25% annually in some production areas. Causal
agents of this disease mainly reported, includes pathogenic strains of Fusarium
oxysporum and F. solani. In this work, mother plants of agave (Agave tequilana Weber
var. azul) that were commercially reproduced by vegetative, manners were selected in
field because their clear phenotypic variability in susceptibility to agave wilt. Offshoot
from rhizome of this plant, were in vitro reproduced and classified as being presumably
resistant or susceptible. From DNA of leaves tissue of these offshoots, amplified
fragments length polymorphism (AFLP) clearly confirmed genetic differences between
individuals, but this difference was not correlated to the observed phenotypic variability.
Plantlets obtained by tissue culture were confronted with a pathogenic strain of F.
oxysporum and one of F. solani, in two time-lapse confrontations, 72 hours and 30 days.
In F. solani consfrontation, early biochemical response at 72 hours, evidenced
statistically superior levels in accumulation of shikimic acid, salicylic acid and phenolic

compounds as well as chitinase activity in potentially resistant plantlets respect to



susceptible ones. Additionally there was an indirect correlation of these biochemical early
responses induced by F. solani, with the incidence of rotten root cells of plantlets product
of the 30 days long confrontation with F. solani, suggesting that those activities and
molecule accumulates, were primordial in the defense against this pathogen. The AFLP
analysis evidence once more, genetic diversity in Agave tequilana Weber var. azul, and
our data suggest that this diversity, is in part explained with differences in the way agave
plants respond to agave wilt pathogens, and this criteria could be used in future
programs of breading this crop for disease resistance. Regarding the evaluations carried
out on plantlets confronted with F. oxysporum we observed an increment in chitinase and
peroxidase activities of potentially resistant plantlets with respect to the potentially
susceptible plants. On the other hand, the accumulation of shikimic and cinnamic acid
and the glucanase activity remains statistically the same in all treatments, meanwhile
PAL activity diminishes in level when plantlets were in the pathogen’s presence, showing
the samne behavior as in the F. solani confrontation. Unfortunately , in the F. oxysporum
confrontation bioassay, we didn’t get the tissue damage evaluation, hence we couldn’t
correlate it with those behaviors in order to conclude their importance in the

resistance/susceptibility in the treated plants.



I. INTRODUCCION

Una de las bebidas alcohdlicas con mayor demanda a nivel nacional e internacional es el
tequila, que al ser endémica de México, convierte a la industria tequilera en una de las
mas importantes del pais. El insumo principal para la elaboracién del tequila, son los
fructanos de agave, que por normatividad deben provenir invariablemente de la pifia del

agave tequilero (Agave tequilana Weber var. azul).

Este cultivo esta actualmente establecido en poco mas de 80,000 has en la zona de
Denominacion de Origen Tequila (DOT) y se propaga principalmente de manera
asexual, utilizando hijuelos producidos por plantas madre a partir del segundo afio de su
ciclo de produccion, estableciéendose de esta manera las nuevas plantaciones

comerciales.

Se ha estipulado que, debido al tipo de reproduccién asexual por medio de hijuelos, el
agave utilizado para cultivo destinado al tequila presenta uniformidad genética, lo que

causa la misma susceptibilidad ante los patégenos que lo ataquen.

Sin embargo, la aparente prioridad de la planta de acumular fructanos a lo largo de su
ciclo, para finalmente formar un escapo floral que le permita floraciébn y reproduccién
sexual, hace pensar que la reproduccion sexual en el agave tequilero, es un mecanismo
evolutivamente bien establecido, como el que realizan en la actualidad, la mayor parte

de las plantas silvestres, en las diversas especies del género Agave.

Este mecanismo de reproducciéon sexual realizado por la planta durante muchos miles
de afios previos combinando factores de seleccién, aunque ha sido inhibido en las
tltimas décadas por el hombre, debié haber generado variabilidad en las poblaciones
nativas de esta especie al paso del tiempo, moldeando de manera importante los rasgos
gue permiten la adaptacion y perpetuacion de su especie, como son los mecanismos de
defensa ante el ataque de fitopatdgenos diversos. Al momento, existen ya diversos
estudios que han comprobado la existencia de variabilidad genética entre plantas de la

misma especie y variedad.



El suficiente abasto cualitativo y cuantitativo de esta materia prima, se ve
permanentemente limitado, por diversos factores econdmicos, ambientales, vy

parasitologicos.

Entre las principales causas de pérdidas de plantas de agave, predominan las plagas y
enfermedades y dentro de éstas ultimas, la marchitez del agave genera pérdidas de
hasta el 25% anual en algunas areas productoras, dentro de la zona de denominacion

de origen del tequila (DOT).

En las poblaciones naturales de una determinada especie de planta, existe un mosaico
amplio de fenotipos en resistencia-susceptibilidad a fitopatégenos, en estas poblaciones
hay plantas muy susceptibles y pueden a llegar a existir variantes de plantas muy
resistentes, sobre todo si las plantas tienen la posibilidad de incorporar variabilidad a la
poblacién mediante reproduccion sexual, la cual se estabiliza como rasgo favorable,
mediante mecanismos de seleccion natural en su interaccién a largo plazo con los
fitopatdgenos. Fenotipicamente hablando, parece facil la deteccion de la variabilidad en
plantas de agave tequilero, en relacién a su resistencia o tolerancia a enfermedades
comunes, especialmente en campos comerciales fuertemente conductivos a las mismas;
sin embargo, con métodos agrondmicos convencionales, se dificulta la seleccion de
materiales tolerantes, considerando el tiempo para la produccién de un limitado namero
de hijuelos en los que se aprecie de nuevo este fenotipo en confrontaciones posteriores
con el fitopatégeno al cual se considera menos susceptible. Por otro lado, la aplicacion
de técnicas de cultivo de tejidos vegetales, disminuye el tiempo en la disponibilidad de
plantas de agave para su evaluacion y seleccion.

Con herramientas moleculares pertinentes, es posible evaluar cualitativa vy
cuantitativamente la respuesta de defensa de la planta ante el ataque de fitopatégenos,
con lo que se pueden detectar genotipos sobresalientes por su resistencia a
enfermedades, con la posibilidad de reproducirlos masivamente por medio de cultivo de

tejidos vegetales.



Entre los mecanismos mas estudiados en la resistencia a enfermedades, asociada al
ataque de patogenos biotrofos, destaca la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR)
mediada por un reconocimiento gen por gen e incluye principalmente: reaccion
hipersensible (HR), expresion temprana de proteinas relacionadas a la patogénesis
(PRs), acumulacién de fitoalexinas, compuestos fendlicos, especies reactivas de
oxigeno vy lignificacion de las paredes celulares. EIl reconocimiento de los elicitores
liberados por el patdgeno, da lugar rapidamente a cambios en el flujo de iones y la
produccion de especies reactivas de oxigeno que inician la cascada de sefalizacion
para la activacion de factores de transcripcién involucrados en la activacion de genes de
defensa. Dichos genes funcionan en la sintesis de reguladores como el acido salicilico
que es la molécula sefial en el sitio de infeccibn primaria que se transloca
sistémicamente al resto de los tejidos; lo que genera la expresion de genes que
provocara la activacion de la sintesis de PRs, el engrosamiento de las paredes celulares
y la acumulacién de compuestos téxicos para el patégeno.

El acido salicilico es sintetizado por dos vias enzimaticas que involucran la via shikimato;
en una de ellas, la via de los fenilpropanoides, la fenilalanina es convertida a corismato
por accion de la enzima fenilalanina-amonio liasa (PAL) y la otra involucra la sintesis de
acido isocorismico a partir del acido corismico por la accion de la isocorismato sintasa
(ICS). Adicionalmente la via de los fenilpropanoides, es precursora de la sintesis de
gran cantidad de compuestos importantes relacionados con mecanismos de defensa
como compuestos fendlicos, fitoalexinas y lignina entre otros. Por dicho motivo, la
expresion temprana de actividad enzimatica PAL estad fuertemente asociada a una

respuesta eficiente de defensa en las plantas ante el ataque de un fitopatégeno.

Algunos patdgenos pueden ser claramente definidos como biétrofos o necrotréficos; sin
embargo, muchos otros se comportan como biétrofos y necrotréficos dependiendo de las

condiciones en las cuales se encuentren y son llamados hemibiétrofos.

En confrontaciones de plantas con patdégenos necrotroficos, se ha reportado mayor

contribucion en la defensa por la activacion de la Resistencia Sistémica Inducida (SIR)



que no esta relacionada con un reconocimiento especifico de genes de resistencia y

esta regulada por el etileno (ET) y jasmonato (JA).

En el presente trabajo, se propone la identificacion de variantes genéticas en Agave
tequilana, enfocadas a tolerancia contra marchitez causada por especies patogénicas de
Fusarium, basada en la correlacion encontrada entre expresion de mecanismos de
defensa inducidos con respecto a evidencias fisicas, histologicas y moleculares de
resistencia o susceptibilidad por la interaccion en distintas plantas seleccionadas por su

apariencia fenotipica de resistencia.

El Consejo Regulador del Tequila A.C. en el Centro de Referencia Agave-Tequila
(CRAT), cuenta con una gran cantidad de plantas establecidas, en un campo con
historial de alta conducencia a marchitez del agave en las que se observa variabilidad
fenotipica en sus niveles de severidad de la enfermedad de marchitez del agave. Se ha
propuesto un método de micropropagacion para Agave tequilana Weber var. azul, por
medio de técnicas de cultivo de tejidos que asegura mantener la fidelidad genética de las

plantas.

Estas plantas uniformes genéticamente fueron empleadas para confrontaciones con los
patdgenos causantes de la marchitez del agave y a partir de ahi, es posible evaluar
bioquimica y molecularmente la intensidad de la expresion de mecanismos de defensa
gue nos pueden guiar a seleccionar aquellas resistentes o tolerantes. Estos resultados
se pueden complementar, con evidencias histolégicas de la interaccion planta-patégeno
in situ, durante el proceso de infecciobn y colonizacion. Para la confrontacion, se

emplearon cepas con comprobada capacidad patogénica sobre el agave tequilero.



Il. HIPOTESIS
La variabilidad fenotipica de resistencia a marchitez del agave en Agave tequilana

Weber var. azul, es producto de diferencias en niveles de expresion de mecanismos de

defensa resultado de variabilidad genética en la especie.

[ll. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar enen plantas de Agave tequilana Weber var. azul con supuesta tolerancia o

susceptibilidad a marchitez su induccién de mecanismos de defensa al ser confrontados

con Fusarium oxysporum y F. solani y asociar estas respuestas a evidencias de su

variacion genotipica.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Seleccionar plantas madre de Agave tequilana Weber var. azul con aparente
resistencia o susceptibilidad a marchitez.

Micropropagar las plantas madre de agave mediante técnicas de cultivo in vitro a
partir de tejido meristematico de sus hiuelos.

Determinar la variabilidad genética mediante marcadores moleculares de DNA
AFLPs a partir de tejido de los hijuelos

Confrontar planas micropropagadas con Fusarium oxysporum y F. solani en
pruebas de patogenicidad.

Determinar porcentaje de incidencia o severidad en plantas confrontadas con los
patogenos,cuantificando el tejido infectado mediante analisis histolégico.
Cuantificar el nivel de actividad enzimatica de proteinas relacionadas a
patogénesis (PRs) quitinasa, Glucanasa y Peroxidasa. .

Determinar la actividad fenilalanina-amonio liasa (PAL) y la concentracion de Ac,
Shikimico, Ac Cinamico, Ac Salicilico y compuestos fendlicos en las diferentes

interacciones.



IV. ANTECEDENTES

4.1 REPRODUCCION Y GENETICA DEL AGAVE

Las plantas de agave pueden reproducirse por dos mecanismos: La produccion de
semillas a través de la reproduccion sexual y la multiplicacion vegetativa o clonacion
formando bulbos aéreos o hijuelos rizomatosos (Arizaga y Ezcurra, 1995), indicando
Garcia-Mendoza (1995) que esta reproduccidn asexual provoca un proceso de
disminucién de variabilidad genética (. El proceso de reproduccion sexual es muy
importante debido a que garantiza el mantenimiento de la variabilidad genética en las
poblaciones (Arizaga y Ezcurra, 2002). Se cree que el monocultivo en Agave tequilana
Weber, en particular la propagacion asexual, ha contribuido a la erosion genética y a una
reduccion en resistencia a plagas y enfermedades (Valenzuela, 2003). La manera
asexual de propagar el agave tequilero durante afios, condujo a la clonacion de diversos
genotipos seleccionados y por tanto, a encontrar pocas variantes fenotipicas dentro de
las poblaciones cultivadas, lo que facilitd la incidencia y proliferacion de enfermedades
(Robert y col., 1992; Fucikovsky, 2004). La reduccién en la recombinacion sexual y la
difusion de soélo algunas lineas clonales especializadas ha generado la aparicion de

nuevas enfermedades en cultivos (Stukenbrock y Bataillon, 2012).

A su vez, Gil y col. (2001) reportaron al agave tequilero como uno de los cultivos con
mas bajo nivel de polimorfismos detectado hasta la fecha mediante marcadores
moleculares RAPDS. Sin embargo, publicaciones mas recientes contradicen ese hecho
como es el caso de Gil-Vega y colaboradores en 2006, que utilizando marcadores
moleculares AFLPs, demostraron la existencia de un nivel significativo de diversidad
entre plantas de Agave tequilana Weber var. azul obtenidas dentro de una misma
plantacién y entre distintas plantaciones, asi como la diversidad entre variedades de la
misma especie. Se ha observado variabilidad genética asexual incluso entre brotes de la
misma planta madre en Agave foucroydes (Infante y col., 2003) empleando marcadores
AFLPs. En 2005, Torres-Moran y col., demostraron mediante marcadores ISTRs que la

variacion somaclonal de Agave tequilana micropropagada por organogénesis fue de
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30% entre los regenerantes. Por otra parte, Gil-Vega y col. (2006) e Infante y col. (2003)
encontraron variacion asexual en varias especies de agave, incluyendo A. tequilana, con
lo que se puede asegurar que la variacion sexual es muy activa en este género. Por
ultimo, Diaz-Martinez y colaboradores (2012) también evaluaron variacion genética en
plantas de Agave tequilana Weber var. azul propagadas por tres formas asexuales
distintas por medio de analisis de AFLPs encontrando distintos niveles de variabilidad.
Aunque los mecanismos por los cuales surge esta variabilidad en plantas propagadas
asexualmente no estan definidos, los diferentes niveles en ploidia existentes en A.
tequilana podrian jugar un papel en la generacién de esta variabilidad (Sharma y
Bhattacharyya, 1962), ademas al tener un cariotipo relativamente estable, se espera que
la especiacion en el género se dé mediante mutaciones puntuales y reacomodo del ADN
(Cavallini y col.,, 1996) y se sugiere que los elementos transponibles sean los

responsables de esta variacion (Osorio y col., 2006; Infante y col., 2003).

Existe evidencia que indica que la co-evolucién es la interaccién evolutiva reciproca
entre una planta y uno o mas de sus enemigos naturales (Whittaker y Fenny, 1971,
Rausher, 1992). La seleccion natural impuesta por los enemigos de las plantas, causan
la evolucion de un nuevo caracter de resistencia en la planta que reduce el ataque del
enemigo; esto genera la evolucion de contra-resistencia en esos enemigos al
evolucionar caracteres que superan la nueva evolucionada planta resistente (Rausher,
2001). Se ha postulado que la interaccion gen por gen entre parasitos y plantas es el
principal generador de evolucion y mantenimiento de diversidad (Ravensdale y col.,
2011).

En el reino fangico, la habilidad de causar enfermedades en plantas parece haber
surgido muchas veces durante la evolucién. La presién de enfermedad favorece los
cambios en las proteinas del hospedero, que son un blanco para el ataque del hongo,
para neutralizar el efecto de factores de virulencia del patégeno. Asi mismo el patégeno
se vera presionado a seguir actualizando sus factores de virulencia para continuar
siendo capaz de atacar a los blancos cambiados. La presion de seleccion en la
poblacion del patogeno favorecera el reconocimiento por parte del hospedero, mientras
que la seleccion en la poblacion de plantas buscara favorecer el reconocimiento
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temprano del patdogeno (Van der Does y Rep, 2007). Las enfermedades pueden
estructurar comunidades naturales (Dobson y Crawley 1994; Hiers y Evans 1997) y dar

forma al curso de la evolucion (May y Anderson, 1983).

4.2 MARCHITEZ DEL AGAVE

Avila-Miranda y col., (2010) indican que la marchitez en plantas de agave es causada
por al menos dos especies dentro del género Fusarium indicando como responsables a

F. oxysporum y F. solani.

La marchitez es una enfermedad que inicia con una infeccion a través del sistema
radicular, en donde el patdégeno inactivo se encuentra en el suelo y la cantidad de sus
propagulos dependera de la cantidad de plantas de agave que hayan enfermado por
esta causa en el mismo sitio tiempo atras. Al establecer una nueva plantacion, el hijuelo
comienza a formar raices y el patégeno inactivo, comienza su actividad creciendo hacia
las raices de su nuevo hospedero para iniciar el proceso de infeccion (Avila-Miranda,
2001).

La infeccion de la planta por F. oxysporum es un proceso complejo conformado de
varias etapas de interacciones planta-patdgeno: reconocimiento de las raices
hospederas, penetracion de la hifa por los diferentes tejidos radiculares, penetracion y
progresion por el xilema y adaptacién al ambiente interno de la planta (Beckman, 1987;
Michielse y Rep, 2009). 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). Se ha determinado que F.
oxysporum es un hongo hemibiétrofo con la capacidad de detectar material de plantas
vivo 0 muerto y asi reprogramar la expresion de sus genes para cambiar al estado

infeccioso solo cuando sea necesario (van der Does y col., 2008).

Por su parte F. solani es un hongo fitopatbgeno que causa pudricion de raiz al emitir
fitotoxinas y enzimas degradadoras como cutinasas Yy lignocelulosas degradando lignina,
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celulosa y cutina (Vargas, 1992) generando asi pérdidas econdémicas considerables en

muchos cultivos importantes (Lim y col., 1991).

4.3 MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS ANTE EL ATAQUE DE
PATOGENOS

Las plantas se encuentran en constante amenaza de infeccién por patdgenos con una
diversa coleccién de efectores para colonizar a sus hospederos, por lo que han
evolucionado sistemas sofisticados de deteccidn y respuesta que descifran las sefales
de los patdgenos e inducen las defensas apropiadas (Feys y Parker, 2000). Los
mecanismos de defensa que las plantas presentan para protegerse del ataque de
patdgenos pueden ser constitutivos o bien inducidos que incluyen engrosamiento de la
pared celular, produccién del novo de compuestos antimicrobianos y una rapida muerte

celular localizada (Sharma y col., 2011).

El uso de variedades resistentes es uno de los métodos de control en el que las plantas
presentan genes de resistencia a ciertos productos de genes de avirulencia de un
patébgeno en particular (Dyakov, 2007). La expresion temprana de este tipo de genes
gue ciertas especies de plantas obtienen gracias a la evolucién natural, son los que
llegan a hacer la diferencia en la guerra de supervivencia entre planta y patégeno,

creando asi ventaja o desventaja para ambos (Ravensdale y col., 2011).

Las enfermedades pueden moldear el curso de la evolucion (Dobson y Crawley, 1994)
de modo que los procesos de seleccidn co-evolutivos entre la planta y el patbgeno son
continuos (Ravensdale y col., 2011) con los cuales se ha generado mucha de la
diversidad bioldgica de la Tierra (Rausher, 2001).

Las interacciones planta-patdgeno pueden presentar varios tipos de asociaciones, que
dependen en gran parte del contenido genético de cada organismo. La resistencia o
susceptibilidad de una planta dependera del conjunto de genes que intervengan tanto

del hospedero como del patégeno (Dyakov, 2007).
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Los fitopatdlogos han descubierto al menos dos tipos de resistencia a muchas
enfermedades, a las que denominaron: resistencia vertical y resistencia horizontal,
describiéndolas como: Vertical, cuando un cultivar es resistente a un patégeno, siendo
especifica a una raza y gobernada por un gen principal. Se llama vertical porque la
resistencia es especifica a una raza de un patégeno y susceptible a otras ademas de ser
cualitativa. Horizontal, cuando el cultivar es resistente a varias razas del patdégeno sin
ser especifica a ninguna raza en particular y es gobernada por varios genes con
pequefios efectos en la expresion del fenotipo, puede ser modificada por condiciones

externas, ademas de ser una resistencia cuantitativa (Vidhyasekaran, 2004).

Los patdégenos de plantas a menudo se dividen en biotrofos y necrotroficos de acuerdo a
su estilo de vida. Al ser los biétrofos dependientes de material vivo para su
supervivencia, es facil imaginar que la resistencia estd mediada por una resistencia gen
por gen y dependiente de la sefializacién por &cido salicilico (Glazebrook, 2005). Sin
embargo, en el caso de los necrotroéficos, la muerte celular programada en el hospedero
le facilitaria las cosas al patdégeno por lo que una resistencia efectiva contra este tipo de
patégenos es la dependiente del etileno y jasmonato (McDowell y Dangl, 2000) y la
produccidn fitoalexina camalexina y acumulacion de callosa contribuyen de manera muy
significativa a la resistencia contra este tipo de patégenos (Bohman y col., 2004; Ton y
Mauch-Mani, 2004).

La resistencia inducida sistémicamente puede ser adquirida (SAR) o inducida (SIR) y es
expresada localmente en el sitio de inoculaciéon primaria pero también sistémicamente
en los tejidos localizados lejos del tratamiento inicial; por tanto contribuye a la resistencia
general en las plantas y puede proveer una ventaja selectiva para su supervivencia
(Sticher y col., 1997; Anderson y col., 2002; Vallad y Goodman, 2004).

Dentro de la resistencia sistémica, existen dos rutas de activacion que pueden involucrar

elicitores de diferentes naturaleza; el acido salicilico (SA) en SAR o bien, acido

jasmonico (JA) y etileno en SIR como las moléculas sefal clave. EI desencadenamiento
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de estas rutas de biosintesis, da como resultado la acumulacion de productos de
diferentes genes de defensa (ej. proteinas PR en SAR) (Anderson y col., 2002).

Estas dos formas de resistencia (SAR o SIR) se pueden diferenciar en base a la
naturaleza del elicitor y las rutas regulatorias involucradas (Vallad y Goodman, 2004).
SIR es regulada por la ruta del acido jasmonico/etileno y esta asociada con las
mordeduras de insectos tanto por el dafio como por los componentes especificos de los
insectos que participan en la estimulacion (Anderson y col., 2002), asi como por
rizobacterias u otros microorganismos no patogénicos (Kloepper y Ryu, 2004; Haas y
Défago, 2005; Lugtenberg y Kamilova, 2009). Por el contrario, la ruta del acido salicilico
(SA), esta asociada con eventos que causan necrosis (Anderson y col., 2002). Existe
gran evidencia de que SA juega un papel clave tanto de la sefializacion de SAR como en

la resistencia a la enfermedad (Ryals y col., 1996).

SAR puede ser activada al exponer a la planta a microbios virulentos, avirulentos o no
patogénicos; o artificialmente con quimicos como el acido salicilico, acido 2,6-dicloro
isonicotinico, entre otros. Las defensas innatas de la planta estan, por tanto, potenciadas
al elicitarse por un estimulo ambiental especifico o tratamiento que resulte en la
resistencia o la tolerancia contra subsecuentes confrontaciones bidticas (Vallad y
Goodman, 2004).

La ruta del SA esté relacionada con la reaccion hipersensible (HR), en donde la muerte
programada de la célula de la planta es parte del mecanismo por el cual el patégeno es
detenido en el sitio de invasion inicial. La muerte celular por HR, inicia los eventos de
resistencia, llamado resistencia local, en las células alrededor del sitio de infeccion
(Dangl y col., 1996). Con el tiempo, la expresion de los genes de defensa se dan a una
distancia mayor dando como resultado el efecto sistémico. Esto se da debido a que el
reconocimiento del patdégeno lleva a un flujo rapido de iones, produccion de superéxido,
peroxido de hidrogeno y otros intermediarios de especies reactivas de oxigeno (Epple y
col., 2003). La induccion de resistencia sistémica puede activar las defensas en toda la

planta. La muerte celular en la respuesta hipersensible se localiza en la célula
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confrontada y se inicia por el reconocimiento entre los factores del hospedero y el
patdogeno condicionados por los genes de resistencia y genes de avirulencia,

respectivamente (Anderson y col., 2002).

La molécula indispensable para la induccion de SAR es el acido salicilico, que se ve
incrementado en el floema de la planta infectada antes de la expresion de este tipo de
resistencia. Aunque tanto el SA como la actividad de la PAL son requeridas para la
resistencia mediante genes como respuesta de defensa; el punto clave en la induccion
de SAR, es la habilidad de la planta en percibir el SA generado (Summermatter y col.,
1996). Ademas para generar la respuesta sistémica, el SA generado en el punto de
infeccion es translocado a otras partes en el tiempo adecuado para actuar como
molécula sefial para activacion de SAR (Sticher, 1997). Dependiendo de la planta y el
elicitor, se requiere un periodo de tiempo para el establecimiento de SAR que
corresponde al tiempo requerido para la acumulacién coordinada de las proteinas PR y
el &cido salicilico a través de la planta (Vallad y Goodman, 2004). El tiempo necesario
para el establecimiento de SAR depende tanto de la planta como del tipo de organismo
inductor (Sticher, 1997). Para que la resistencia sea efectiva, es esencial la activacion
del los mecanismos de defensa antes de que la presién del patdgeno alcance un punto
critico (Anderson y col., 2002). De este modo, la habilidad de que la planta produzca
rapidamente niveles elevados de SA, modula la resistencia a la enfermedad (Ryals y
col., 1996). Dicho de otra manera, el tiempo de las respuestas de defensa, es critico y
puede ser la diferencia entre ser capaz de adaptarse o de desistir en la confrontacion

con un patodgeno o parasito (Vallad y Goodman, 2004).

El SA translocado en la planta, induce la codificacion de las llamadas proteinas PRs
(proteinas relacionadas a la patogénesis), que intervienen en una serie de reacciones de
defensa. Estas proteinas han demostrado ser un recurso efectivo de resistencia contra
un amplio rango de patdgenos (Stintzi y col., 1993; Seidl, 2008). La informacién genética
de estas proteinas esta directamente codificada por la planta hospedera, pero su
expresion es inducida especificamente en situaciones relacionadas a patogenicidad y no

solo se acumulan localmente en el area infectada, sino que también son expresadas
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sistémicamente, adquiriendo la planta una resistencia contra futuras infecciones por

hongos, bacterias o virus (Van Loon y Van Strien, 1999).

En particular las familias de las proteinas PR-2 (B-1,3 glucanasas), PR-3 (quitinasas),
PR-8 (quitinasas), PR-9 (peroxidasas) y PR-11 (quitinasas) han sido identificadas por su
elevado potencial antifungico (Mauch y col., 1988; Lawrence y col., 2000). Como los
hongos son organismos pluricelulares eucariotas, heterétrofos osmotroficos y con pared
celular formada principalmente de quitina y B-1,3-glucanos, las proteinas quitinasas (PR-
3, PR-8 y PR-11), presentan poder antifingico, gracias a la capacidad de hidrolizar el
polimero de quitina, que es el componente principal de la pared celular de los hongos
(Tsukamato y col., 1984).

Por otro lado, las 3-1,3 glucanasas (PR2) trabajan en la hidrélisis de polimeros de 3-1,3
glucanos (Palumbo y col., 2003), que son otros componentes de las paredes celulares
de los hongos y actian de manera sinérgica con las quitinasas en su degradacion

inhibiendo su crecimiento (Pany col., 1991).

La induccién de la sintesis de peroxidasas (PR9) es una de las etapas mas tempranas
en las plantas como respuesta a la interaccibn con un patégeno microbiano
(Dzhavakhiya y Shcherbakova, 2007). Las peroxidasas son proteinas que intervienen en
el reforzamiento de la pared celular al catalizar las deposiciones de lignina y compuestos
fendlicos en reaccion del ataque microbiano (Bestwick, 1998), reduciendo susceptibilidad
a enzimas hidroliticas de la pared, ademas de que protegen a la célula del dafio causado
por las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas durante la reaccion

hipersensible (Van Loon y Van Strien, 1999).

La mayoria de las proteinas relacionadas con estrés se ven expresadas de manera
temprana en la interaccion incompatible, seguido de la expresidbn de enzimas
antioxidantes en tiempos posteriores (Moura y col., 2014). Un papel importante para la
formacion de lignina, se lleva a cabo por la peroxidasa, de la cual, incrementa su

actividad por dafios mecanicos e infecciones en los tejidos. Las peroxidasas se
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encargan de la polimerizacién del alcohol cindmico en lignina, produce fuertes lazos
entre celulosa, pectinas, glicoproteinas de pared celular y la lignina (Dzhavakhiya y
Shcherbakova, 2007).

En un estudio realizado por Barbosa y col (2013) se demostrd la importancia de la
induccion de PRs en la interaccién de plantas de tomate resistente con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), indicando que la acumulacién de estas proteinas es
una caracteristica importante en las respuestas de defensa de la planta (Minic, 2008). A
pesar de que F. oxysporum se comporta de manera hemibiotréfica, existen evidencias
de que genera relaciones gen por gen con varios hospederos (Michielse y Rep, 2009;
Takken y Rep, 2010).

Las interacciones gen por gen en el sistema tomate-Fusarium (Fol) han proporcionado la
base para el desarrollo de cultivares de tomate resistentes a la enfermedad de marchitez
por Fusarium. Al reconocer a Fol, las células en contacto con el xilema inducen una
respuesta de defensa que involucra deposicion de callosa, acumulaciéon de compuestos
fendlicos vy formacion de tilosas (Takken y Rep., 2010) ademéas de la secrecion de
compuestos antimicrobianos y proteinas PRs (Beckman, 2000; Rep y col., 2002). La
mayoria de estos procesos de resistencia, son visibles también en interacciones
compatibles; pero las plantas resistentes, deben involucrar una apariencia rapida y

sincronizada de estos mecanismos de defensa (Beckman, 1987).

Los compuestos fendlicos de la pared celular pueden inducir resistencia al suprimir las
actividades de enzimas degradadoras de pared que emite el patdégeno (Vidhyasekaran,
2008). En el caso de F. solani, existen evidencias en que las proteinas quitinasas y B-
1,3-glucanasa trabajan sinérgicamente en la inhibicién contra F. solani (Ponstein y col.,
1994).

Otro mecanismo involucrado en SAR es la lignificacion de paredes celulares, se ha
observado en muchas especies de plantas, seguida de un intento de infeccién por

organismos patogénicos (Mauch-Mani y Slusarenko, 1996). La lignificacion puede
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contribuir a la resistencia de muchas maneras; al incorporar lignina en una pared celular,
se fortalece mecanicamente y la hace mas resistente a la degradacion por las enzimas
secretadas por el patégeno (Vidhyasekaran, 2004), ademas puede constituir una barrera
que previene el movimiento libre de nutrientes matando de hambre al patégeno. Los
precursores de lignina por si mismos, pueden generar un efecto téxico en los patdégenos
al unirse a las paredes celulares de los hongos, haciéndolas mas rigidas e
impermeables; dificultando, por tanto, su crecimiento y la captacion de agua y nutrientes
(Sticher y col., 1997). Incluso existen reportes donde se demuestra que la misma pared
celular del hongo encontrado en el espacio intercelular de la planta llega a ser lignificada
al intentar ingresar a la planta hospedera (Mauch-Mani y Slusarenko, 1996).

La lignina se forma por polimerizacién deshidrogenerativa aleatoria de precursores
producidos en la ruta del fenilpropanoide (Vance y col., 1980). El primer paso en esta
ruta es la desaminacion de la fenilalanina al acido cinamico catalizado por la enzima
fenilalanina-amonio liasa (PAL). PAL proporciona precursores para lignina y para varios
productos involucrados en la resistencia (fitoalexinas, acido salicilico y PRs, compuestos
fendlicos). Los compuestos del fenilpropanoide pueden ser efectivos contribuyendo a la
resistencia in vivo, pero su accion individual no necesariamente impartira resistencia a la

enfermedad (Dixon y col., 2002).

Por su parte, el papel del peréxido de hidrégeno o super oxido pueden trabajar solos o
juntos con el 6xido nitrico para facilitar la muerte de los patégenos asi como en disparar
la activacion transcripcional de genes de defensa de la planta y la respuesta
hipersensible (Delledonne y col., 1998). ElI H,O, tiene un importante papel en las
reacciones de resistencia por ser requerido para el entrecruzamiento de los
componentes de la pared celular, regulacion de expresion de genes asociados con SAR
e intensifica directamente la actividad antimicrobiana (Bestwick y col., 1998) y genera un
estrés oxidativo local (Campo y col., 2004). Existen estudios que reportan la produccion
de ROS, como una respuesta temprana a la interaccibn con microorganismos
patogénicos y no patogénicos (Bolwell y Wojtaszek, 1997; Bolwell y col., 2002). En las

interacciones patdégeno- hospedero incompatibles, se observa un incremento moderado
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inicial en la produccion de ROS, que usualmente precede a una produccién mas fuerte
de estrés oxidativo; mientras que en una interaccion compatible, no se evidencia un
incremento en ROS en el tejido del hospedero, que generalmente termina infectado
(Able y col., 2000; Unger y col., 2005).

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Dentro de la zona de denominacién de origen del tequila (DOT), diversos predios con
elevada incidencia en enfermedad de marchitez del agave fueron visitados por personal
del Consejo Regulador del Tequila (CRT). Se seleccionaron las plantas que presentaban
fenotipia saludable dentro de los mismos terrenos y se obtuvieron sus hijuelos como
representantes de esta caracteristica. Los hijuelos se plantaron en el Campo
experimental del Centro de Referencia Agave-Tequila (CRAT) en el municipio de Acatic,
Jalisco, mismo que también contaba con una elevada cantidad del inéculo causante de
la marchitez del agave. Adicionalmente, personal del CRT inocul6 una concentracion de
40,000 microconidios/m? de una cepa de F. oxysporum en el terreno para asegurar la
presencia del patdogeno en todo el terreno. Pasados 3 afios de este trasplante, algunos
ejemplares conservaron la fenotipia de salud y vigorosidad, mientras que otros
mostraron sintomatologia evidente de marchitez o incluso, murieron. En la etapa de
madurez fisioldgica presentada a los 3 afos de edad, se eligieron los representantes

finales para la investigacion propuesta, siendo caracterizadas de la siguiente manera:

Susceptibles (S).- Hijuelos de plantas evidentemente enfermas.
Potencialmente Resistentes (R).- Hijuelos de plantas sanas, cuyos vecinos inmediatos

se encontraban enfermos.

Se tomaron un total de 113 ejemplares, de los cuales 39 presentaban caracteristicas
fenotipicas S y 40 con fenotipia R. EIl resto de hijuelos (34) se consideraron como

Intermedios por su apariencia saludable con plantas vecinas también saludables, pero
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no fueron incluidos dentro de los analisis. Los representantes se trasladaron a las
instalaciones del Instituto Tecnolégico de Tlajomulco, Jalisco para su posterior uso en el

analisis propuesto.

5.2 REPRODUCCION in vitro DE PLANTAS DE Agave tequilana Weber var. azul

Los hijuelos de las plantas de agave recolectados en campo, se sometieron a una
limpieza superficial con la ayuda de una manguera a alta presiéon o “Karcher” para
eliminar el exceso de residuos sélidos. Una vez realizado este paso, se llevé a cabo una
segunda limpieza un poco mas profunda, eliminando raices, hojas y tallo hasta llegar a
obtener un fragmento de aproximadamente 5 cm?, el cual fue lavado y tallado con agua y
detergente comercial y sumergido en una solucion al 2% de hipoclorito de sodio durante
30 minutos. A partir de este punto, los fragmentos se comenzaron a manipular dentro de
una campana de flujo laminar (Lumina, Modelo V-120) empleando utensilios y
soluciones previamente esterilizadas a 121 °C y 15 psi durante 20 minutos para evitar
una contaminacién cruzada. Sobre una superficie estéril y con ayuda de pinzas y bisturi,
los fragmentos fueron fraccionados por sus periferias hasta llegar a la zona del mismo
que contenia el tejido meristematico de aproximadamente 1 cm?, eliminando el resto del
tejido. El cubo obtenido fue sometido a una udltima desinfeccion al sumergirse en una
solucion estéril al 1% de hipoclorito de sodio durante 15 minutos con agitacion ligera.
Transcurrido este tiempo, se enjuagd 3 veces con agua destilada estéril y se seccioné
verticalmente en sentido transversal y longitudinal en cubos mas pequefios hasta

obtener de12 a 16 fragmentos de aproximadamente 9 mm?>.

Los pequefios fragmentos se depositaron en cajas de Petri con medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) con algunas modificaciones en las fuentes de Nitrogeno, de acuerdo a lo
reportado por Castro en 1990 adicionado con vitaminas L2 (Phillips y Collins, 1979), AIA
y BAP como reguladores de crecimiento en las concentraciones sugeridas por Diaz-
Martinez y col., (2012) sacarosa y Gel Rite como agente gelificante a un pH final de 5.7
(Cuadro 1). Las cajas se colocaron en una superficie con fondo blanco, humedad relativa

de 30%, a 25+2°C, bajo luz LED con una incidencia de 20 umol/m2/s, y un fotoperiodo
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de 16 h. En esta primera etapa de establecimiento se mantuvieron durante 4 semanas,
para luego ser transferidas a medio para reproduccién en vasos de plastico de
polietileno de baja densidad y tapas de PET totalmente transparentes conteniendo los
mismos nutrientes del medio anterior pero adicionado con Polivinipirrolidona (PVP, 1
g.L™", Sigma, Cat. P2307) y Carboén Activado (CA, 2 g.L™, Sigma-Aldrich, Cat. C9157).

En la etapa de reproduccion se realizaron resiembras cada 6 semanas.

Una vez generada la raiz (12 semanas aproximadamente), las plantas se transfirieron a
sustrato inerte de vermiculita con una solucion de las sales inorganicas del mismo medio
en una proporcion 1:3 (w:v), sin la adicién de ninguna fuente de carbono. La pre-
adaptacion se fue dando al eliminar los reguladores de crecimiento, con pequefias
aperturas progresivas en la parte superior del recipiente, para permitir el intercambio
gaseoso con el exterior. Una vez abierto, se llevd a cabo la adaptacion ex-vitro al
transferir las plantas en macetas que contenian como sustrato una mezcla de
vermiculita, perlita y peat-moss (Pro-Mix). En esta etapa, la fertilizacién y riego de las
plantas fueron dirigidas gracias a un medidor digital de humedad, conductividad eléctrica
e iluminacién incrustado en el sustrato a nivel de raiz y sincronizado con la aplicacion

Parrot Flower Power ©.

5.3 MARCADORES MOLECULARES MEDIANTE AFLP
5.3.1 EXTRACCION DE DNA

El tejido foliar restante de la metodologia de reproduccion in vitro, fue desinfectado
superficialmente y pequefios trozos se almacenaron a -70 °C en un ultracongelador
REVCO (Thermo Scientific, Mod. ULT1386-3-D41) hasta su uso. Previo a la extraccion
de DNA, los trozos se pulverizaron con nitrégeno liquido en morteros y pistilos

(previamente esterilizados y congelados).

La extraccion de DNA se llevd a cabo con la ayuda del Kit “Wizard Genomic DNA
Purification Kit” de Promega, colocando en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, 40 mg del tejido
pulverizado, al cual se agreg6 600 ul de solucion para lisis de nucleo agitando en vértex

durante 3 segundos antes de incubar a 65°C durante 15 min. Pasado este tiempo, se
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Cuadro 1. Composicion de nutrientes para elaborar 1 L de medio MS para el
establecimiento de explantes de agave tequilana Weber var. azul. *
Adicionado en la etapa de reproduccion.

Macronutrientes  NH4NO3 4 10 NA
(100X) KNO; 18.2
MgSO,.7H,0 3.7
KH.PO, 1.7
Micronutrientes H3BO3 1.24 5 NA
(200X) MnS0,.4H,0 4.46
ZnS0O.7H,0 1.72
Kl 0.166
NazMOO4.2H20 0.05
CuS0,4.5H,0 0.005
CoCl,.6H,0 0.005
CacCl, (50X) CaCl,.2H,0 2.2 20 NA
FeEDTA (100X) Na,.EDTA 0.372 10 NA
FeS0,4.7H,0 0.278
Vitaminas L2 Tiamina HCI 0.04 5 NA
(200X) Piridoxina HCI 0.01
Inositol 0.5
COMPUESTO PESO Stock Peso
(mg/ml) (ml) 9)
Auxinas AlA 1 0.6 NA
Citoquininas BAP 1 9 NA
Sacarosa NA 30
PVP * NA 2
CA* NA 3
Gel Rite NA 2

afiadié a la mezcla 3 ul de RNAsa y se mezcldé suavemente para luego incubar a 37°C
durante 15 min. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se adicionaron 200 pl de
Solucién para precipitacién de proteinas agitando vigorosamente en vértex durante 20
segundos para luego centrifugar durante 3 min a 13 000 g. Se transfirié el sobrenadante

a un tubo nuevo que contenia 600 ul de isopropanol y se mezclé gentiimente. Una vez
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mas se centrifugd la muestra a 13 000 g durante 1 min decantando cuidadosamente el
sobrenadante para luego realizarle al DNA precipitado un par de lavados con etanol al
70% y volviendo a centrifugar a 13 000 g durante 1 min. Finalmente se decanté el etanol
y se dej6 secar la muestra durante 15 min para luego agregar 100 pl de Solucién de
Rehidratacion de DNA e incubar a 65 °C por 1 h con agitacion suave periédicamente. El

DNA extraido se almaceno6 a -20 °C hasta su uso.

5.3.2 AFLP

Se comenzo con la estandarizacion en las concentraciones de DNA de las muestras. El
DNA obtenido en el proceso de extraccion, se cuantificO en un espectrofotometro
NanoDrop 8000 (Thermo Scientific, ND-8000-GL). Con base en las concentraciones

obtenidas, todas las muestras fueron estandarizadas a una concentracion final de 100

ng/ul.

La evaluacion de los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLPS)
incluy6 5 etapas que incluyen; digestion, ligacion, pre-amplificacion, amplificacion

selectiva y deteccion.

Para la DIGESTION se prepar6 un coctel mezclando Buffer 5X RL (2.5 pl/reaccién), Mix
enzimatico EcoR1/Msel (1 pl/reaccidén) y agua desionizada (4 pl/reaccion) y se
agregaron 7.5 pul de coctel a un tubo de PCR de 200 pl mas 5 pl de DNA y se incubd la
mezcla de reaccién durante 2 h a 37°C. Transcurrido este periodo de tiempo, se
inactivaron las enzimas aplicando 70°C de temperatura durante 15 minutos y se
colocaron sobre hielo. EI DNA digerido fue sometido a una LIGACION de los
adaptadores agregando a cada tubo 12 pl de Mix de adaptadores y 0.5 pl de T4 DNA
ligasa incubando la mezcla de reaccién a 20 °C durante 2 h. La reaccion de los ligados
se diluye en una relacion 1:10 con agua desionizada. Para poder iniciar con el proceso
de PRE-AMPLIFICACION, se realizé un coctel con AFLP Pre-amp Primer Mix para cada
reaccion, Buffer TagPCR 10X + KCI, MgCl, 25 mM y Tag DNA Polimerasa (20, 2.5, 1.3y
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0.2 pl/reaccién respectivamente). En un tubo para PCR nuevo se mezclaron 24 pl del
coctel de pre-amplificacion y 2.5 del ligado diluido y se sometieron a 20 ciclos del

programa en termociclador.

Las condiciones de pre-amplificacion se muestran en el cuadro 2:

Cuadro 2. Condiciones de Temperatura — Tiempo para la pre-amplificacion del producto

ligado en la prueba de analisis para AFLPs.

Temperatura| Tiempo

94°C 30s
56°C 60 s
72°C 60 s

Una vez obtenida la pre-amplificacion de los fragmentos generados, se realiz6 una
dilucion 1:20 para emplear en la AMPLIFICACION DE PCR DUPLEX SELECTIVA, en la
que los primers empleados corresponden al Msel+3 bases y EcCoR1+3 bases-marcado
con fluorescencia (4 marcajes distintos). El volumen final de reaccion es de 11 ul por
juego de primer-templado, para los que se recomienda emplear pares de primers con
una temperatura de fusién similar. Los cocteles para las reacciones de cada par de
combinaciones, fueron preparadas de acuerdo a lo establecido en el Cuadro 3.

Es importante hacer mencion de la fotosensibilidad que presentan los primers
etiquetados, por lo que este procedimiento debe realizarse en condiciones de oscuridad
y sobre hielo para evitar la degradacion de las moléculas. El programa de amplificacion

para las mezclas de reaccion se muestra en el Cuadro 4.

En una placa de 96 pozos (AXYGEN PCR-96-AB-C, Cat. 321-65-051) se vertieron 2 pl
de amplificado (combinaciones 1y 2), 2 pl de amplificado (combinaciones 3y 4) y 6 ul de
una mezcla marcador Liz:formamida en proporcién 1:5 y se enviaron a secuenciar a un
secuenciador AB3730xl con un filtro G5 (Dye set, matriz DS-33, Numero de Catalogo:

4345833) que permite identificar 5 fluoroforos.
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Cuadro 3. Cocteles de reaccion para la amplificacion selectiva duplex de los productos
de fragmentos pre-amplificados, con las combinaciones de primers marcados
con los fluoroforos correspondientes. a) Coctel que incluye primers marcados
con fluoréforos PET y NED. b) Coctel que incluye primers marcados con
fluoréforos VIC y FAM.

a) b)
H,0 desionizada 4.1 ul H.0 desionizada 4.1 ul
Buffer de amplificacion 1.1 Buffer de amplificacion 1.1
10X + KCI 10X + KCI
MgCl, 25 mM 0.6 pl MgCl, 25 mM 0.6 pl
Taq Polimerasa 0.2 pl Taq Polimerasa 0.2 pl
Primer Msel CTT (contiene 2l Primer Msel CTT (contiene 2l
dNTPs) dNTPs)
Primer marcado EcoR1 0.5 ul Primer marcado EcoR1 0.5 ul
ACA PET [10 pmol/pL] AGA VIC [10 pmol/uL]
Primer marcado EcoR1 0.5 ul Primer marcado EcoR1 0.5 ul
ACT [10 pmol/pL] AGC FAM [10 pmol/pL]
ADN preamplificado y 2 ul ADN preamplificado y 2 ul
diluido diluido
Volumen total 11 pl Volumen total 11 pl

Cuadro 4. Programa “touchdown” para la amplificacién selectiva. Las temperaturas de
anillamiento en los primeros 12 ciclos son 65, 64.3, 63.6, 62.9, 62.2, 61.5,
60.8, 60.1, 59.4, 58.7, 58 y 57.3 °C. En los siguientes 23 ciclos, la temperatura
de anillamiento se mantiene a 56°C.

Tiempo
Pasos Temperatura (°C) (s)
1 94 30
2 65 30
3 72 60
4 94 30
65 (disminuyendo 0.7 °C cada 12
5 ciclo) 30 ciclos
6 72 60
7 94 30 53
8 56 30 ciclos
9 72 60
10 4 a
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Por ultimo, se obtuvieron los electroferogramas correspondientes al anclaje de cada uno
de los primers marcados en los diferentes tamafios de los fragmentos, mismos que se
analizaron mediante el software Geneious® hasta obtener una matriz binaria. Una vez
obtenida la matriz, fue posible elaborar los dendogramas correspondientes para las
muestras y asi determinar la variabilidad empleando el software NTSYSpc 2.2. De los
dendogramas obtenidos para cada combinacion de primers y su respectivo marcaje, se
buscaron representantes de cada caracteristica fenotipica (R 0 S) que se agruparan

repetidamente en los conglomerados.

5.4 INOCULACION DE CONIDIOS DE LOS FITOPATOGENOS CAUSANTES DE LA
MARCHITEZ DEL AGAVE

Las cepas Fusarium oxysporum “SR8” y F. solani “G”, empleadas para la confrontacion
de las plantas seleccionadas, fueron cepas con comprobada capacidad patogénica a
plantas de Agave tequilana Weber var. azul, pertenecientes al cepario del laboratorio de
Fitopatologia del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco. Dichas cepas se sembraron en
medio PDA para su crecimiento durante 7 dias a 28 + 1 °C. Transcurrido este tiempo, se
obtuvo una suspension de microconidas agregando 8 ml de agua destilada estéril y
frotar suavemente la superficie con un triAngulo esparcidor estéril. La suspension se
recuperd con una pipeta en un matraz Erlenmeyer de 150 ml estéril, todo de manera
aséptica dentro de la campana de flujo laminar. La concentracion de microconidias se
ajusté a una concentracion de 4 x 10° conidios™ al mezclar con la cantidad indicada de
medio sintético (Okon y col., 1973) luego de su conteo con la cAmara de Neubauer, para

forzar su pre-germinacién manteniéndose a 28 °C y 150 rpm durante 12 h.

Con base en caracteristicas de tamafio, cantidad de raiz y apariencia, se seleccionaron
subgrupos de 15 plantulas con fenotipia potencialmente resistente y 15 plantulas con
fenotipia susceptible. Se inoculd6 1 ml de la suspension pre-inoculada en 3 puntos
equidistantes cercanos a la raiz, en el sustrato de la maceta que sostenia a la planta de

agave. Se consideraron 4 repeticiones de cada grupo de plantas con caracteristicas
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fenotipicas R y S para cada cepa patogénica de Fusarium. Como primer bioensayo, las

plantas se analizaron a las 72 h post-inoculacion.

De acuerdo a los resultados generados por el andlisis bioquimico de las plantas
confrontadas por 72 h, se seleccion6 un grupo aln mas pequefio para un ensayo con
una duraciéon de 30 dias de confrontacion, en el que se llevd a cabo la misma

metodologia de inoculacion.

5.5 EXTRACCION DE ACIDO SHIKIMICO EN RAICES

Se agregaron 100 mg de raices pulverizadas en tubos Falcon de 15 ml a los que se
agregaron 10 ml de una solucién de metanol al 50%. Los tubos se colocaron en un bafio
ultrasénico durante 30 min con una frecuencia de 50 kHz (Gémes y col., 2015). Los
tubos se centrifugaron a 4000 g y 20 °C durante 10 min y el sobrenadante se colectd y
filtr6 a través de un filtro PES de 0.45 pm en un tubo nuevo. Se agregd una
concentracion conocida de estandar de acido shikimico (SHA) a cada vial

cromatografico, previo al analisis por UHPLC.

5.6 EXTRACCION DE ACIDO SALICILICO Y trans-CINAMICO EN RAICES

La extraccion de acido salicilico (SA) y de acido trans-cindmico (CA) se realizd de
acuerdo a la metodologia propuesta por Verbene y col., (2002). El sustrato adherido a
las raices se removié cuidadosamente con agua corriente para ser congeladas y
trituradas con nitrogeno liquido en un mortero. Se transfirieron 50 mg de raices
pulverizadas en un tubo de microcentrifuga a lo que se afiadié 1 ml de una solucion al
90% de metanol. La mezcla se someti6 a vortex durante 1 minuto y a sonicacion durante
5 minutos para después ser centrifugada a 14,000 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se colecté en un tubo de 2 ml mientras que el pellet fue resuspendido en
0.5 ml de metanol absoluto, repitiendo los pasos de vortex, sonicacion y centrifugacion
mencionados anteriormente. Los sobrenadantes se combinaron y se volvieron a

centrifugar para luego evaporar la mezcla metanol:agua. Se agregaron 250 pl de una
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solucién al 5% de &cido tricloroacético en agua (TCA, Sigma-Aldrich, Cat. T6399) y se
mezclaron con vortex para luego particionarla con 800 ul de etilacetato:ciclohexano (1:1
v/v), lo que generd la separacion de dos fases; la superior organica con los acidos libres
y la inferior acuosa con su forma glicosilada. La particion se realizé dos veces y las
mezclas orgénicas se mezclaron y dejaron evaporar a la sequedad, mientras que la fase
acuosa, se hidrolizd al agregar 800 ul de una solucion 8 M de HCI y calentando a 80°C
durante 1 h. Posterior a este paso, la fase hidrolizada se sometio a la particion

previamente descrita y la nueva fase organica se mezcl6 con las previas para su secado.

La recuperacion final de SA y CA se disolvio en 1 ml de metanol al 100% vy se filtr6 a
través de un filtro de jeringa de poliéter sulfona (PES) de 0.45 ym (Thermo Scientific,
Cat. F2500-14) antes del analisis UHPLC. A cada vial cromatografico, se agreg6é una
cantidad conocida de cada molécula estandar, con la intenciébn de aumentar la sefal de
deteccion, de manera que se resto el area correspondiente a la concentracion afiadida
basada en el area emitida en la curva de calibracién, para obtener la concentracion real

de la muestra.

5.7 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se llevé a cabo una cuantificacion individual para el SHA, CA y SA en un sistema
UHPLC Dionex ICS-5000 equipado con una automuestreador (AS-AP) y un detector de
arreglo de diodos (Ultimate 3000). Los datos se analizaron con el software Chromeleon
7.0. Se determind la longitud de onda 6ptima para cada molécula con un escaneo
espectral de UV con el que se generd6 un mapa tridimensional con el punto de

absorbancia maxima resultando 210 nm para SHA, 302 nm para SA 'y 280 nm para CA.

La separacion cromatografica de las moléculas CA y SA se llevé a cabo en una columna
C18 (5 um, 46x150 mm, Thermo Fisher Scientific). La fase mévil empleada consistié en
una mezcla de acido acético acuoso al 3% (eluente A) con metanol grado HPLC (JT
Baker, Cat. 67-56-1) (eluente B), en una proporcion 60:40 para SA y de 40:60 para CA,
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con un flujo continuo de 0.6 ml/min. El volumen de inyeccion fue de 15 ul y el tiempo

total de corrida correspondié a 20 min.

La separacion del SHA se realiz6 en una columna C18 Luna NH; (2.6 pm, 4.6X150 mm,
Phenomenex) equipada con una guarda de seguridad (Phenomenex, AJO-4301). La
fase movil consisti6 en una mezcla de KH,PO, 10 mM, pH 4.2 (eluente A) y metanol
grado cromatogréafico (eluente B) en una proporciéon 50:50 a un flujo de 0.6 ml/min
durante 20 min.

Los datos obtenidos en la integracion del area de los picos, se correlacionaron con las
curvas de calibracién previamente elaboradas con los estdndares analiticos de cada
molécula a diferentes concentraciones, con un coeficiente de correlacion de 0.999 para

comparar el area de los picos con la concentracion de las muestras.

5.8 ACTIVIDAD FENILALANINA-AMONIO LIASA (PAL)

El extracto proteico para la determinacion de la actividad PAL se obtuvo mediante la
metodologia propuesta por Matros y col., 2006. Las raices se maceraron en nitrégeno
liquido y el pulverizado se homogenizé con buffer de borato de sodio 100 mM (pH 8.8)
con EDTA 5 mM, B-mercaptoetanol 5 mM y PVP al 10%, en una proporcién 1:2
(peso:volumen). EI homogenado se incubd durante 30 minutos a 5 °C y se sonico en un
limpiador digital ultrasénico (H&B Luxuries, Cat. CD-4820) durante 1 min a 50 kHz, para
luego centrifugarlo a 13,000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se us6 como extracto

enzimatico de enzima PAL y la proteina total se cuantificé por el método de Bradford.

La actividad PAL se determin6 en cubetas trUView (Bio-Rad™, Cat. 1702510) para la
medicién de la absorbancia del acido trans-cinamico a 280 nm en un biofotémetro plus
(Eppendorf AG, Cat. 22331). Se elaboré una curva de calibracion de acido trans-
cinAmico (Sigma Aldrich, Cat. C80857).

Se mezclaron 100 pl del extracto enzimatico PAL con 100 pl de fenilalanina 100 mM en

buffer de borato de sodio 100 mM (pH 8.8) y la mezcla se incubé a 37 °C durante 1 h. Se
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detuvo la reaccién al afiadir 100 pl de HCI 6M. La actividad PAL se expresdé como una
unidad de &cido trans-cinamico producido en un minuto por mg de proteina (Ko¢ and
Satun, 2012).

5.9 ACTIVIDAD DE PROTEINAS RELACIONADAS A LA PATOGENESIS

5.9.1 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

Aproximadamente 1 g de tejido foliar de al menos 3 repeticiones para cada tratamiento,
se macerod con nitrogeno liquido y se almacend a -70°C hasta su uso. La proteina total
se extrajo de acuerdo a lo propuesto por Zheng y Wozniak (1997) con ligeras
modificaciones. El proceso consistio en agregar buffer de acetato de sodio 50 mM (pH
5.5) frio al tejido macerado en una proporcién 2:1. Se incub6 durante 5 minutos a 4°C
manteniendo una agitacion de 150 rpm. Las muestras se centrifugaron a 13,500 rpm por
10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante recuperado se emple6 como
extracto proteico para las determinaciones de actividad especifica de proteinas PR. Para
determinar la concentracion de proteina total de los extractos, se midié la absorbancia a
595 nm en un lector de absorbancia para microplaca iMark (BioRad®, Mod. 1681130) de
acuerdo a lo propuesto por Bradford (1976) con ligeras modificaciones para microplaca
(Manual de instrucciones, Bio-Rad™). La absorbancia obtenida, se correlacioné con una
curva de calibracion elaborada con albumina de suero bovino como estandar, en un
rango de concentraciones de 1 a 50 pg/ml. La concentracion de proteina total
encontrada en cada muestra, fue empleada para los calculos de actividades de

proteinas relacionadas a la patogénesis, mencionadas a continuacion.

5.9.2 ACTIVIDAD QUITINASA

Se evalué la actividad quitinasa de los extractos proteicos de manera colorimétrica, en
base a la formacion de la N-acetil-glucosamina, al usar quitina de caparazén de cangrejo
(Sigma, Cat. C9752) como sustrato, de acuerdo al protocolo propuesto por Reissig y

col., en 1995. Se mezclaron 25 ul del extracto proteico con 25 ul de una suspension de
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quitina en buffer Mcllvaine (3.8 mg™, pH 5.0) y la mezcla se incubé durante 24 h a 38°C
con agitacion. Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd a 13,000 rpm durante 10
min a temperatura ambiente y 25 pl del sobrenadante obtenido se transfirieron a un
microtubo nuevo al que se agregaron 5 ul de buffer de borato 0.8 M (pH 9.2) para luego
calentarlo a 100 °C por 3 minutos y detener la reaccion enfriandolo a 4°C. Se agregaron
218 pl de reactivo DMAB y se incub6 a 37°C durante 20 min. Se determinaron las
lecturas de absorbancia a 550 nm en el lector absorbancia para microplacas iMark. La
unidad de actividad quitinasa se expresé de manera especifica con relacion a los mg de
proteina total, donde una unidad equivale a 1 mg de quitina hidrolizado por mg de

proteina por minuto.
5.9.3 ACTIVIDAD PEROXIDASA

La determinacion de actividad peroxidasa se llevo a cabo segun lo descrito por Bestwick
(1998) con ligeras modificaciones para microplaca y la medicibn de absorbancia se

detecté a 490 nm en un lector de absorbancia para microplacas iMark (Bio-Rad™

). Para
la reaccion, se mezclaron 10 pl del extracto crudo proteico con una solucién 10 mM de
guaiacol (Sigma-Aldrich, Cat. G10903) en buffer de fosfato de potasio 50 mM (pH 6.0),
10 pl de agua destilada y 20 pl de H,O, 35 mM. Las lecturas se realizaron al tiempo cero
y 3 minutos después. La actividad peroxidasa se expresé como la absorbancia a 490 nm

por minuto, por mg de proteina total.
5.9.4 ACTIVIDAD B-1,3-GLUCANASA

Este procedimiento se baso en la metodologia propuesta por Zheng y Wozniak (1997)
con modificaciones para microplaca. Se elabor6 una curva de calibracion con diferentes
concentraciones de D-glucosa (Sigma, Cat. D9434) en buffer de citrato 50 mM, pH 4.6.
Para iniciar la reaccion, en un tubo de 1.5 ml se afadieron 10 ul del extracto proteico,
adicionando 10 pl de laminarina (Merck, Cat. 9008-22-4) al 0.4% en buffer de citrato 50
mM, pH 4.6. La mezcla fue incubada durante 20 minutos a 37 °C en un termo bafio

(FELISA, Modelo FE-371). Transcurrido este tiempo, se detuvo la reaccion al colocar los
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tubos sobre hielo. Se agregaron 40 ul de reactivo de Cu (Na,CO3; 377 mM, glicina 213
mM y CuSO,; 8mM) y 40 ul de reactivo de coloracion B (clorato de neocuprina
monohidratado 0.5 mM). Se mezclaron perfectamente y se incubaron a 100 °C durante

10 minutos en un termo block (Daigger, Modelo JX2910A).

Transcurrido el lapso de tiempo, se colocaron los tubos nuevamente sobre hielo y se
afiadieron 100 ul de agua destilada fria. Enseguida se coloco el contenido en los pozos
de la microplaca y se llevé a cabo la lectura de absorbancia en el lector absorbancia
para microplacas iMark a 450 nm. Una unidad de actividad [(-1,3-glucanasa es

equivalente a 1 ymol de D-glucosa liberado por minuto por miligramo de proteina total.

5.10 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

100 mg de tejido radicular macerado en nitrégeno liquido, se mezcld con una solucién de
metanol (Sigma-Aldrich, Cat. 322415) al 50% y se sonic6 durante 30 min. La mezcla se
centrifugd durante 10 minutos a 4000 rpm y 4 °C, en una centrifuga con refrigeracion
(Hermle Z383K). El sobrenadante recolectado se utilizé para la medicion de compuestos
fendlicos de acuerdo a lo reportado por Stevanato y col., en 2004. Se elabor6 una curva
de calibracién con la medicion de absorbancia a 490 nm del catecol (Sigma-Aldrich. Cat.

135011) en un rango de concentraciones de 0.5 a 5 mM, en el lector de microplacas.

5.11 INCIDENCIA DE ENFERMEDAD EN RAICES CAUSADA POR Fusarium solani

Para el diagndstico del tejido dafiado en raiz, se tomoé tejido radicular aleatoriamente en
diferentes niveles de altura. Las secciones se examinaron bajo un microscopio Optico
(Carl Zeiss®, Axiolab) con el objetivo 40X. Se cuantificO el porcentaje de células
visiblemente dafiadas para el tratamiento inoculado con F. solani y su comparacioén con
los controles no inoculados. Los datos de porcentajes obtenidos se transformaron
usando la transformacion angular. Los datos transformados se analizaron con el
software estadistico MiniTab® 17.
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5.12 CUANTIFICACION DE LA COLONIZACION DE F. oxysporum EN LA PINA DE
AGAVE, MEDIANTE gPCR

Las pifas de las plantas inoculadas con F. oxysporum y sus controles, fueron
congeladas y con ayuda de un sacabocado estéril, se extrajo un fragmento de la parte
basal y central de la misma. Este tejido se utilizé para la extraccion de DNA empleando
el Kit de Promega mencionado previamente. Todos los fragmentos extraidos tuvieron el

mismo peso y fueron tomados a la misma altura de la pifia.

El DNA total obtenido, contenia una mezcla de DNA vegetal y fungico (en los casos en
qgue el hongo hubiere alcanzado colonizar hasta este punto). Se utilizaron los primers
selectivos ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3) y FoComRew (5-
TTTGGGGAACGCGATTTGACT-3’) para la cepa patogénica F. oxysporum SR8
disefiados por Ramirez-Ramirez (2017), con lo que la amplificacion fue Unicamente de

material genético de naturaleza fungica.

La amplificacion cuantitativa mediante gPCR, se realiz6 en un termociclador Applied
Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR (Mod. 21634). El coctel para un volumen de
reaccion de 12.5 pl consistiéo en 1 yl de DNA templado, 6.25 uyl del Mix (Maxima SYBR
Green/Rox gPCR Master Mix, Thermo Scientific) y 1 ul de cada uno de los primers
previamente descritos. Las condiciones para la amplificacibn se muestran en el cuadro
5. Como control negativo, se sustituyd el DNA por agua destilada estéril y como control
positivo, una concentracion conocida (59.23 ug/ml) de DNA fungico de la cepa

inoculada.

Se emple6é DNA extraido de micelio de SR8 crecido en medio PDA para generar una
curva de calibracion. Se cuantific6 en un Bio-fotbmetro plus (Eppendorf AG, Mod. 6132)
y se realizaron diluciones que también fueron cuantificadas. Dichas diluciones, se
amplificaron bajo las mismas condiciones que las muestras, con lo cual fue posible

obtener el area bajo la curva correspondiente a cada concentracion.
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Cuadro 5. Condiciones de amplificacion para el par de primers especificos para detectar
la cepa patogénica SR8 de F. oxysporum. Datos obtenidos de Ramirez-
Ramirez y col. (2017).

Temperatura Tiempo

(°C) (min)
!D_es_naturallzamon 94 5
inicial
Desnaturalizacion 94 1
10 Anillamiento 69 2
ciclos ,
Extension 72 1
Desnaturalizacion 94 1
.22 Anillamiento 55 2
ciclos )
Extension 72 1
Extension final 72 6

5.13 ANALISIS ESTADISTICO

La evaluacion estadistica de los resultados, fue basada en un disefio completamente al
azar, con diferentes repeticiones para cada tratamiento en todas las mediciones, con un
minimo de 3 repeticiones por tratamiento, por lo que se emple6 un Modelo Linear
General (GML). Mediante un sistema de analisis estadistico SAS® version 8.0 (SAS
Institute Inc.) se determinaron las diferencias significativas mediante una prueba de
Duncan (P < 0.05).

El dendograma de similaridad para AFLPs se elabord utilizando el software NTSys
pc2.2, indice Dice y un método de agrupamiento UPGMA.

Se realiz6 un analisis de correlacion entre la incidencia en enfermedad de raices
causada por F. solani o las pifias colonizadas por F. oxysporum y los mecanismos
relacionados a resistencia expresados evaluados, con la finalidad de identificar los

mecanismos candidatos para la defensa contra cada uno de los patégenos.
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VI. RESULTADOS

6.1 CULTIVO in vitro

La produccion de brotes de cada hijuelo mediante cultivo in vitro fue muy variable ya que
en algunos casos y bajo el mismo tratamiento, un hijuelo produjo hasta 24 brotes
mientras que otros no generaron brote alguno. Dichos brotes, produjeron una segunda
generacion de brotes, al presentar mas brotes durante la etapa de reproduccion. Incluso,
la etapa de adaptacion ex-vitro mostro presencia de pequefios hijuelos en algunos casos
(Figura 1).

C) D)
Figura 1. Reproduccion in vitro de plantulas de Agave tequilana Weber var. azul. A)
Corte de los 16 fragmentos del tejido meristematico y su adyacente cercano.
B) Etapa de reproduccion. C) y D) Diferencias en la capacidad de formacién
de brotes por una plantula individual. E) Adaptacion ex-vitro previo a la
inoculacion.
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6.2 ANALISIS DE MARCADORES MOLECULARES AFLP
6.2.1 EXTRACCION DE DNA

La metodologia de extraccion de DNA de tejido foliar empleado, generd un total de 65
muestras con buena calidad de DNA, mientras que las restantes 14 presentaron un
grado de degradacion, por lo que no fueron consideradas para la evaluacion de

marcadores de AFLPs (Figura 2).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa (1%) para observar la extraccion de DNA de
tejido foliar de hijuelos de plantas de Agave tequilana Weber var. azul a
emplear en la amplificacion de AFLPs. Los numeros superiores al pozo de
carga corresponden al nimero de muestra, mientras que los nimeros inferiores
corresponden a la concentracion de DNA en ng/pl.

Consecutivo a esto, se realizaron el resto de los pasos correspondientes a la técnica de

AFLPs previamente mencionados. Se obtuvieron exitosamente los electroferogramas de

cada combinacién de primers empleada para la amplificacion de los fragmentos

polimérficos en longitud llevada a cabo. Los amplicones se presentaron en el rango de

60 a 400 pb en la amplificacion selectiva en la mayoria de las plantas analizadas. Se

elaboraron 4 dendogramas para cada combinacion de primers, encontrando en todos

ellos variabilidad genética evidente entre especimenes, pero sin una clara asociacién de

dicha variabilidad con el fenotipo seleccionado como resistente o susceptible (Figura 4).

En la serie de pasos marcados en la metodologia de AFLPs, se corrobor6 el paso de
pre-amplificacion mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%, el cual mostro

una especie de barrido, indicativo de una correcta pre-amplificacion (Figura 3).
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Figura 3. Pre-amplificacion de muestras DNA foliar de plantas de Agave tequilana
Weber var. azul mostrada por electroforesis en gel de agarosa (1%) tefiido con
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Figura 4. Dendograma de similaridad de AFLP en plantas madre de agave (Agave
tequilana Weber var. azul) con fenotipos de potencialmente resistente (R) o
susceptible (S). Los datos presentados en este dendograma corresponden a
los obtenidos de la amplificacion con los primers EcoRIl + AGC y Msel + CTT
primers. El dendograma se elabord utilizando el software NTSys pc2.2, indice
Dice index y método de agrupamiento UPGMA.
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6.3 ACIDO SHIKIMICO EN RAICES

La curva de calibracion empleada para la cuantificacién de las concentraciones de acido

shikimico presentes en las extracciones radiculares se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Curva de calibracién de acido shikimico y su correlacion entre concentraciones
de estandar de acido shikimico y el area bajo la curva obtenida en un sistema
UHPLC Dionex ICS-5000 equipado con una automuestreador y un detector de
arreglo de diodos a una longitud de 302 nm.

Por su parte, para conocer la influencia de la inoculacién de la cepa “G” de F. solani en
la ruta del acido shikimico, se encontrd que la concentracion basal de acido shikimico en
extractos de plantas potencialmente resistentes fue de 10.85 ug/gFW. Esta
concentracion tuvo un incremento estadisticamente significativo a 24.84 ug/gFW luego
de 72 h de confrontacién con F. solani lo que representa un reconocimiento temprano en
este proceso patogenico. Por otra parte, las plantulas S permanecieron estadisticamente
en su nivel basal (15.52 ug/gFW) luego de su inoculacion con las conidias pre-

germinadas de F. solani (Figura 6).
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Figura 6. Concentraciones de acido shikimico en extractos de raiz de Agave tequilana
Weber var. azul inoculadas o no con conidias pre-germinadas de la cepa
patogénica “G” de F. solani. Las raices fueron analizadas 72 h después de su
inoculacion. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
(Duncan P < 0.05).
En el caso de la concentracion de acido shikimico en raices de Agave tequilana Weber
var. azul que estuvieron en confrontacion durante 72 h con la cepa patogénica “SR8” de
Fusarium oxysporum, no se evidencia diferencia significativa en ninguno de los

tratamientos o de los fenotipos seleccionados (Figura 7).
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Figura 7. Concentraciones de &cido shikimico en extractos de raiz de Agave tequilana
Weber var. azul inoculadas o no con conidias pre-germinadas de la cepa
patogénica “SR8” de F. oxysporum. Las raices fueron analizadas 72 h después
de su inoculacion. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).
Por otra parte, la cuantificacion de &cido shikimico en plantulas potencialmente
resistentes luego de 30 dias de confrontacion con la cepa “G” de F. solani incremento
significativamente en comparacién con sus controles no inoculados; mientras que las
plantulas S en sus tratamientos inoculados y no inoculados, se mostraron

significativamente igual a la cantidad basal encontrada en las plantulas R (Figura 8).
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Figura 8. Concentraciones de &cido shikimico en extractos de raiz de Agave tequilana

Weber var. azul inoculadas o no con conidias pre-germinadas de la cepa
patogénica “G” de F. solani. Las raices fueron analizadas 30 dias después de
su inoculacion. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).
Mientras tanto, el bioensayo de confrontacion son “SR8” por 30 dias, presenta una
comportamiento completamente distinto, donde la concentracion basal de acido
shikimico en plantas con fenotipo potencialmente resistente (6.68 ug/gFW), incrementa
significativamente a 27.78 ug/gFW. Las plantulas con fenotipo S, se mantienen

estadisticamente en su nivel basal (Figura 9).
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Figura 9. Concentraciones de acido shikimico en extractos de raiz de Agave tequilana
Weber var. azul inoculadas o no con conidias pre-germinadas de la cepa
patogénica “SR8” de F. oxysporum. Las raices fueron analizadas 30 dias
después de su inoculacién. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

6.4 ACTIVIDAD PAL

La cuantificacion de la actividad de la enzima fenilalanina-amonio liasa (PAL) en las
muestras evaluadas, se obtuvo empleando una curva de calibracion de concentraciones

de 1 a7 yM de acido t-cinamico y su absorbancia a 280 nm (Figura 10).
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Figura 10. Curva de calibracion de acido t-cinAmico para evaluar la actividad de la
enzima fenilalanina-amonio liasa presente en hojas de Agave tequilana Weber
var. azul.

La actividad basal de la enzima PAL cercana a 1.32 U, presentd una reduccion
significativa hasta un promedio de 0.31 U después de transcurridas 72 h de
confrontacién con la cepa “G” de F. solani tanto en plantas potencialmente resistentes
como en susceptibles. La comparacion estadistica de las determinaciones de esta

actividad se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Actividad fenilalanina-amonio liasa determinada en hojas de Agave tequilana
Weber var. azul seleccionadas por sus fenotipos potencialmente resistente (R)
0 susceptible (S), en una confrontacién de 72 h después de ser inoculadas en
sus raices con la cepa “G” de F. solani. Una unidad de actividad PAL
corresponde a 1 UM de acido t-cinAmico producido en un minuto por mg de
proteina. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
(Duncan P < 0.05).

El mismo comportamiento estadistico, aunque con diferentes cantidades de actividad
PAL, se presentd en la confrontacion con la cepa “SR8” de F. oxysporum a las 72 h
(Figura 12).
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Figura 12. Actividad fenilalanina-amonio liasa determinada en hojas de Agave tequilana
Weber var. azul seleccionadas por sus fenotipos potencialmente resistente (R)
0 susceptible (S), en una confrontacién de 72 h después de ser inoculadas en
sus raices con la cepa “SR8” de F. oxysporum. Una unidad de actividad PAL
corresponde a 1 UM de acido t-cinAmico producido en un minuto por mg de
proteina. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
(Duncan P < 0.05).

En las plantas confrontadas durante 30 dias con la cepa patogénica de F. solani, la
actividad PAL no mostré diferencia significativa entre tratamientos (Figura 13) pero sus

niveles fueron ligeramente superiores que los observados en la evaluacion de las 72 h.
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Figura 13. Actividad fenilalanina-amonio liasa determinada en hojas de Agave tequilana
Weber var. azul seleccionadas por sus fenotipos potencialmente resistente (R)
0 susceptible (S), en una confrontacion de 30 dias después de ser inoculadas
en sus raices con la cepa “G” de F. solani. Una unidad de actividad PAL
corresponde a 1 UM de acido t-cinAmico producido en un minuto por mg de
proteina. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
(Duncan P < 0.05).

En el bioensayo de 30 dias de confrontacion con la cepa “SR8” de F. oxysporum, se
evidencia exactamente el mismo comportamiento estadistico que en la confrontaciéon
con la cepa “G” de F. solani al no presentar diferencia significativa en ninguno de los

tratamientos (Figura 14).
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Figura 14. Actividad fenilalanina-amonio liasa determinada en hojas de Agave tequilana
Weber var. azul seleccionadas por sus fenotipos potencialmente resistente (R)
0 susceptible (S), en una confrontacion de 30 dias después de ser inoculadas
en sus raices con la cepa “SR8” de F. oxysporum. Una unidad de actividad
PAL corresponde a 1 uM de acido t-cinamico producido en un minuto por mg
de proteina. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
(Duncan P < 0.05).

6.5 ACIDO trans-CINAMICO Y ACIDO SALICILICO EN RAICES

Se evalud la concentracion de acido t-cinamico (CA) y é&cido salicilico (SA) con la
finalidad de conocer la induccién diferencial en el punto inicial de la ruta de los
fenilpropanoides, causada por la interaccion de las cepas patogénicas inoculadas en

plantulas de agave potencialmente resistentes o susceptibles.

Los compuestos estandares de acido t-cinamico y acido salicilico, fueron detectados en
el sistema UHPLC Dionex ICS-5000, presentando tiempos de retencion (RT) de 9y 5.8

respectivamente detectados con una longitud de onda de 280 nm para el acido t-
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cinamico y de 302 nm para el 4cido salicilico. El tiempo de elucion correspondiente fue

de 20 minutos con un sistema isocratico de 40% metanol, 60% agua:acido acético (97:3)

(Figura 15).
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Figura 15. Tiempos de retencion de estandares de acido t-cindmico (A) y acido salicilico
(B) a una concentracién de 3 pg/ml, en un sistema UHPLC Dionex ICS-5000.
Diferentes concentraciones de los estandares de cada compuesto, se corrieron a las
condiciones previamente descritas en cada procedimiento. A cada concentracion, se le
calculé el area bajo la curva del pico encontrado en el RT correspondiente a su
compuesto y el valor obtenido se graficd con respecto a su concentracidon para crear una
curva de calibracién, misma que sirvi6 para determinar las concentraciones de las

extracciones en las muestras tratadas (Figura 16).
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Figura 16. Curvas de calibracion para la determinacion de; a) la concentracién de Acido
t-cindmico y b) la concentracion de Acido salicilico, en extractos de raices de
Agave tequilana Weber var. azul.
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Cuando se analiz6 la concentracion de CA en extractos de raices, 72 h después de su
inoculacion con la cepa patogénica “G” de F. solani; las plantas R mostraron una
reduccion significativa en su concentracion de 4.64 ug/gFW, en comparacion con sus
controles no inoculados que registraron 12.5 ug/gFW. En el caso de las plantulas S se
presenta una tendencia similar, pero debido a mostrar un nivel basal menor, la diferencia

estadistica se presenta igual en inoculadas y controles (Figura 17).
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Figura 17. Concentraciones de 4cido trans-cinamico en extractos radiculares de Agave

tequilana var. azul, inoculados o no con conidias pre-germinadas de la cepa
“G” de F. solani. Las raices fueron analizadas 72 h después de su inoculacion.
Las letras diferentes sobre las barras, indican diferencias significativas
(Duncan P < 0.05).
En el otro bioensayo, se presenta niveles basales elevados de 11.95 y 9.96 ug/gFW
para los fenotipos R y S respectivamente, disminuyendo estadisticamente hasta 3.33
Mg/gFW para el fenotipo R luego de la confrontacion de 72 h con la cepa patogénica
“SR8” de F. oxysporum, mientras que el fenotipo S confrontado, a pesar de disminuir, se

mantiene estadisticamente igual (Figura 18).
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Figura 18. Concentraciones de &cido trans-cinAmico en extractos radiculares de Agave
tequilana var. azul, inoculados o no con conidias pre-germinadas de la cepa
“SR8” de F. oxysporum. Las raices fueron analizadas 72 h después de su
inoculacion. Las letras diferentes sobre las barras, indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).

En el bioensayo de 30 dias de confrontacion con la cepa “G”, el fenotipo de plantas R,
mantuvieron una concentracion estadisticamente igual de CA, independiente al
tratamiento; en cambio, el fenotipo S disminuye dicha concentracion en el tratamiento
confrontado con respecto a los ejemplares R, pero manteniéndose estadisticamente

igual a su control (Figura 19).
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Figura 19. Concentraciones de &cido trans-cinAmico en extractos radiculares de Agave
tequilana var. azul, inoculados o0 no con conidias pre-germinadas de la cepa
“G” de F. solani. Las raices fueron analizadas 30 dias después de su
inoculacion. Las letras diferentes sobre las barras, indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).

Por otro lado, el bioensayo de 30 dias de duracion en confrontacion con F. oxysporum,
no mostré ninguna diferencia significativa entre fenotipos ni entre tratamientos (Figura
20).
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Figura 20. Concentraciones de acido trans-cindmico en extractos radiculares de Agave
tequilana var. azul, inoculados o no con conidias pre-germinadas de la cepa
“SR8” de F. oxysporum. Las raices fueron analizadas 30 dias después de su
inoculacion. Las letras diferentes sobre las barras, indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).
Respecto al contenido de la molécula sefial de SA, las plantulas de agave inoculadas
con el patdgeno necrotrofico F. solani, muestran como resultado una reduccion en el
contenido de SA en ambos fenotipos, desde un nivel basal de 15.72 pug/gFW para el
fenotipo R y de 9.68 ug/gFW para el fenotipo S, hasta un nivel registrado como
respuesta temprana después de las 72 h de confrontacion de 4.96 ug/gFW para el
fenotipo R y de 1.83 ug/gFW para el fenotipo S. Sin embargo, esta reduccion fue
estadisticamente significativa solamente en plantas potencialmente resistentes (Figura

21).

50



16

14 +

12

10

Acido salicilico (ug/g FW)

R"G" R ctr S"G" Sctr

Tratamientos
Figura 21. Concentracion de &cido salicilico en extractos radiculares de plantulas
potencialmente resistentes (R) y susceptibles (S) de Agave tequilana Weber
var. azul, 72 h después de su inoculacién o no con conidias pre-germinadas
de la cepa “G” de F. solani. Las letras diferentes sobre las barras indican

diferencias significativas (Duncan P < 0.05).
Los resultados de concentracion de SA en la confrontaciéon con “SR8” después de 72 h
de su inoculacién en plantulas de agave, mostraron una diferencia significativa entre
fenotipos confrontados, siendo 22.0 ug/gFW para el fenotipo Ry 1.16 ug/gFW para el
fenotipo S. Sin embargo, los controles no inoculados para cada fenotipo, permanecen

estadisticamente igual (Figura 22).
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Figura 22. Concentracion de &cido salicilico en extractos radiculares de plantulas
potencialmente resistentes (R) y susceptibles (S) de Agave tequilana Weber
var. azul, 72 h después de su inoculacion o no con conidias pre-germinadas
de la cepa “SR8” de F. oxysporum. Las letras diferentes sobre las barras
indican diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

Cuando las plantulas fueron confrontadas durante 30 dias con F. solani, la acumulacién

de SA en sus raices fue mayor que la observada a las 72 h. Sin embargo, el

comportamiento en ambos fenotipos fue similar ya que los controles no inoculados
presentaron una concentracion de SA mayor que la presentada en las plantas

confrontadas en ambos fenotipos (Figura 23).
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Figura 23. Concentracién de &cido salicilico en extractos radiculares de plantulas
potencialmente resistentes (R) y susceptibles (S) de Agave tequilana Weber
var. azul, 30 dias después de su inoculacibn o no con conidias pre-
germinadas de la cepa “G” de F. solani. Las letras diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

Al evaluar la concentracion de SA en tejido radicular inoculado con la cepa SR8 asi

como en sus controles no inoculados, se observé una elevacion en las concentraciones

de esta molécula, pero sin presentar diferencia estadistica significativa entre

tratamientos o entre fenotipos (Figura 24).
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Figura 24. Concentracion de &cido salicilico en extractos radiculares de plantulas
potencialmente resistentes (R) y susceptibles (S) de Agave tequilana Weber
var. azul, 30 dias después de su inoculacion o no con conidias pre-
germinadas de la cepa “SR8” de F. oxysporum. Las letras diferentes sobre
las barras indican diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

6.6 PROTEINAS PR Y COMPUESTOS FENOLICOS

6.6.1 ACTIVIDAD QUITINASA

En la figura 25 se presenta la curva de calibracion de las concentraciones de N-acetil-D-
glucosamina para la determinacion de la actividad quitinasa. La curva de respuesta
sigue una tendencia lineal con absorbancias desde 0.043 a 0.64 U correspondientes a

concentraciones en un rango de 5 a 60 mM.
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Figura 25. Curva de calibracion de N-acetil-D-glucosamina utilizada para determinar la
expresion de actividad quitinasas.

Cuando se evalud la expresion sistémica temprana de proteinas PR en hojas, 72 h
después de la inoculacion radicular con la cepa “G” de F. solani, se encontré un nivel
medio de actividad quitinasa de 0.73 U en plantulas potencialmente resistentes que fue
estadisticamente superior a su nivel basal de 0.0 U registrado en plantulas no
confrontadas. Por otra parte, los datos de las plantulas susceptibles mostraron niveles
estadisticamente similares entre plantulas no confrontadas y confrontadas con la cepa

patogénica “G” de F. solani con una media menor a 0.2 U (Figura 26).
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Figura 26. Actividad quitinasa en hojas de plantulas de Agave tequilana Weber var. azul,
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) vy
susceptibles (S). La determinacion se realiz6 72 h después de su inoculacién
en el sistema radicular con una suspension de conidias pre-germinadas de la
cepa patogénica “G” de F. solani. Una unidad (U) de actividad quitinasa
equivale a 1 mg de quitina de caparazon de cangrejo hidrolizado, por minuto

por mg de proteina total. Las letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

El mismo comportamiento estadistico fue evidenciado en la evaluacion de las plantas
inoculadas con la cepa “SR8” de F. oxysporum a las 72 h de confrontacion observando
un incremento desde 0.0 para el fenotipo potencialmente resistente no inoculado hasta
12.2 en el mismo fenotipo inoculado, mientras que el fenotipo susceptible se mantiene

en sus niveles basales incluso después de la confrontacion (Figura 27).
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Figura 27. Actividad quitinasa en hojas de plantulas de Agave tequilana Weber var. azul,
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) vy
susceptibles (S). La determinacion se realiz6 72 h después de su inoculacién
en el sistema radicular con una suspension de conidias pre-germinadas de la
cepa patogénica “SR8” de F. oxysporum. Una unidad (U) de actividad quitinasa
equivale a 1 mg de quitina de caparazéon de cangrejo hidrolizado, por minuto
por mg de proteina total. Las letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

Cuando la evaluacion de esta actividad se realizdé pasados los 30 dias de confrontacion

con F. solani, no se encontrd diferencia estadistica significativa entre las plantas de

agave inoculadas y sus controles no inoculados en ninguno de los fenotipos (Figura 28).
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Figura 28. Actividad quitinasa en hojas de plantulas de Agave tequilana Weber var. azul,
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) vy
susceptibles (S). La determinacién se realiz6 30 dias después de su
inoculacién en el sistema radicular con una suspension de conidias pre-
germinadas de la cepa patogénica “G” de F. solani. Una unidad (U) de
actividad quitinasa equivale a 1 mg de quitina de caparazén de cangrejo
hidrolizado, por minuto por mg de proteina total. Las letras diferentes sobre
las barras indican diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

Manteniéndose en los mismos niveles bajos de actividad quitinasa, el bioensayo de 30

dias para plantas confrontadas con la cepa “SR8” de F. oxysporum, no mostré diferencia

significativa alguna entre fenotipos ni entre tratamientos (Figura 29).
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Figura 29. Actividad quitinasa en hojas de plantulas de Agave tequilana Weber var. azul,
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) y
susceptibles (S). La determinacion se realiz6 30 dias después de su
inoculaciéon en el sistema radicular con una suspension de conidias pre-
germinadas de la cepa patogénica “SR8” de F. oxysporum. Una unidad (U) de
actividad quitinasa equivale a 1 mg de quitina de caparazon de cangrejo

hidrolizado, por minuto por mg de proteina total. Las letras diferentes sobre
las barras indican diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

6.6.2 ACTIVIDAD PEROXIDASA

Cuando la comparacion se realiz6 en la actividad peroxidasa, tanto las plantulas de
agave potencialmente resistentes como las susceptibles, inoculadas con la cepa
patogénica “G” de F. solani, presentaron una respuesta temprana de 14.4 Uy 16.4 U
respectivamente, sin diferencia estadistica significativa, pero ambas, estadisticamente

superiores a sus controles de plantulas no inoculadas (Figura 30).
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Figura 30. Actividad peroxidasa en hojas de Agave tequilana Weber var. azul,
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) y
susceptibles (S). La determinacién se realizé 72 h después de su inoculacion
a nivel radicular con una suspension de conidias pre-germinadas de la cepa
“G” de F. solani. Una unidad (U) de actividad peroxidasa fue expresada como
la diferencia en absorbancia a 490 nm por minute por mg de proteina total.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (Duncan P
< 0.05).

Al cuantificar la actividad peroxidasa sistémica en hojas de Agave tequilana Weber var.
azul, confrontadas o no con el patogeno F. oxysporum durante 72 h, se evidencia un
incremento significativo en el fenotipo potencialmente resistente (19.7 U) con respecto a
su control no inoculado (9.06 U) pero estadisticamente igual al fenotipo susceptible
inoculado (13.7). Por otro lado, el fenotipo susceptible inoculado, se mantiene

estadisticamente igual que su control no inoculado (Figura 31).
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Figura 31. Actividad peroxidasa en hojas de Agave tequilana Weber var. azul,

seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) y
susceptibles (S). La determinacioén se realizé 72 h después de su inoculacion
a nivel radicular con una suspension de conidias pre-germinadas de la cepa
“SR8” de F. oxysporum. Una unidad (U) de actividad peroxidasa fue
expresada como la diferencia en absorbancia a 490 nm por minute por mg de
proteina total. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).

Por el contrario, cuando las plantulas fueron confrontadas durante 30 dias con la cepa

“‘G” de F.

solani, la actividad peroxidasa disminuye significativamente en comparacion

con sus controles no inoculados en ambos fenotipos (Figura 32).
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Figura 32. Actividad peroxidasa en hojas de Agave tequilana Weber var. azul,
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) y
susceptibles (S). La determinacion se realiz6 30 dias después de su
inoculacién a nivel radicular con una suspension de conidias pre-germinadas
de la cepa “G” de F. solani. Una unidad (U) de actividad peroxidasa fue
expresada como la diferencia en absorbancia a 490 nm por minute por mg de
proteina total. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).

Pasados los 30 dias de confrontacion con la cepa patogénica “SR8” de F. oxysporum, la

actividad peroxidasa no present6 diferencia significativa entre ninguno de los

tratamientos ni entre los fenotipos seleccionados (Figura 33).
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Figura 33. Actividad peroxidasa en hojas de Agave tequilana Weber var. azul,
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) y
susceptibles (S). La determinacion se realiz6 30 dias después de su
inoculacioén a nivel radicular con una suspension de conidias pre-germinadas
de la cepa “SR8” de F. oxysporum. Una unidad (U) de actividad peroxidasa
fue expresada como la diferencia en absorbancia a 490 nm por minute por mg
de proteina total. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).

6.6.3 ACTIVIDAD B-1,3-GLUCANASA

Para la determinacion de la actividad B-1,3-glucanasa, se utilizé una curva de calibracion
con concentraciones de D-glucosa que fueron desde 10 hasta 120 mM, reportando

absorbancias que van desde 0.075 hasta 0.248 U segun se muestra en la Figura 34.
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Figura 34. Curva de calibracion de D-glucosa utilizada para determinar la expresion de
actividad de B-1,3-glucanasas.

En la confrontacién de 72 h con el patogeno “G” de F. solani, el nivel promedio de
actividad f-1,3-glucanasa en plantulas de agave potencialmente resistentes o
susceptibles alcanzado fue de 84.4 y 145.43 U respectivamente, sin diferencia
significativa entre ellas pero estadisticamente superior a los niveles observados en

plantulas no inoculadas (Figura 35).
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Figura 35. Actividad B-1,3-Glucanasa en hojas de Agave tequilana Weber var. azul
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) y
susceptibles (S). La determinacién se realizé 72 h después de su inoculacion
a nivel radicular con una suspension de conidas pre-germinadas de la cepa
patogénica “G” de F. solani. Una unidad (U) de actividad B-1,3-glucanasa
equivale a 1 mM de D-glucosa hidrolizado a partir de laminarina, por mg of
proteina total por minuto. Letras diferentes sobre las barras, indican
diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

De la misma manera, en la confrontacion de 72 h con el patégeno “SR8” de F.
oxysporum, la actividad -1,3-glucanasa se mostro incrementada en ambos fenotipos al
ser confrontadas con respecto a sus controles no inoculados, pero uUnicamente el
fenotipo R denot6 diferencia significativa en este incremento. Los fenotipos Ry S

confrontados, se mantienen estadisticamente iguales (Figura 36).
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Figura 36. Actividad 3-1,3-Glucanasa en hojas de Agave tequilana Weber var. azul
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) vy
susceptibles (S). La determinacion se realizé 72 h después de su inoculacion
a nivel radicular con una suspension de conidas pre-germinadas de la cepa
patogénica “SR8” de F. oxysporum. Una unidad (U) de actividad (-1,3-
glucanasa equivale a 1 mM de D-glucosa hidrolizado a partir de laminarina,
por mg of proteina total por minuto. Letras diferentes sobre las barras, indican
diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

En el bioensayo de 30 dias de confrontacion con F. solani, las plantulas con un fenotipo
de susceptibilidad, presentan un incremento significativo en la actividad 3-1,3-glucanasa,
mientras que el fenotipo resistente mantiene sus niveles estadisticamente iguales a sus

controles no inoculados (Figura 37).
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Figura 37. Actividad B-1,3-Glucanasa en hojas de Agave tequilana Weber var. azul
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) y
susceptibles (S). La determinacion se realiz6 30 dias después de su
inoculacién a nivel radicular con una suspensién de conidas pre-germinadas
de la cepa patogénica “G” de F. solani. Una unidad (U) de actividad 3-1,3-
glucanasa equivale a 1 mM de D-glucosa hidrolizado a partir de laminarina,
por mg of proteina total por minuto. Letras diferentes sobre las barras, indican
diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

Por su parte, la actividad B-1,3-glucanasa evaluada en controles no inoculados y en
plantulas confrontadas durante 30 dias con la cepa patogénica “SR8” de F. oxysporum,
no mostrd diferencias estadisticas significativas en ninguno de los fenotipos o

tratamientos (Figura 38).

67



140 o

- A
g ™ R

100

D
o
|

Actividad B-1,3-Glucanasa (U)
(0]
o

B
o

N
o
|

ISR ISR

R "SR8" R ctr S "SR8" Sctr

Tratamientos

Figura 38. Actividad 3-1,3-Glucanasa en hojas de Agave tequilana Weber var. azul
seleccionadas por su fenotipia como potencialmente resistentes (R) vy
susceptibles (S). La determinacién se realiz6 30 dias después de su
inoculacién a nivel radicular con una suspensién de conidas pre-germinadas
de la cepa patogénica “SR8” de F. oxysporum. Una unidad (U) de actividad -
1,3-glucanasa equivale a 1 mM de D-glucosa hidrolizado a partir de
laminarina, por mg of proteina total por minuto. Letras diferentes sobre las
barras, indican diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

6.6.4 COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La concentracion de los extractos de compuestos fendlicos totales en raices de Agave
tequilana Weber var. azul, fue determinada con base en la curva de calibracion
previamente elaborada con concentraciones de 0.3 a 3 mM de catecol y sus respectivas

absorbancias a 490 nm (Figura 39).
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Figura 39. Curva de calibracién de catecol para la determinacion de concentracion de
compuestos fendlicos totales presentes en los extractos radiculares.

Con respecto a la concentracién de compuestos fendlicos totales, el nivel basal de las
plantulas no inoculadas de Agave tequilana Weber var. azul, fue estadisticamente
diferente entre el fenotipo potencialmente resistente y el susceptible, con una media de
8.33 y 1.94 equivalentes de catecol puM/gFW respectivamente. Luego, en las plantulas
confrontadas durante 72 h con F. solani, los extractos metandlicos de raices en plantas
resistentes, se mostraron estadisticamente superiores con 19.52 equivalentes de catecol
con respecto a las plantulas control no inoculadas asi como también con respecto a las

susceptibles inoculadas y sus controles (Figura 40)
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Figura 40. Contenido fendlico total expresado como equivalentes de catecol en
extractos metandlicos de raices de agave inoculadas o no, con una
suspensiéon de conidias pre-germinadas de la cepa patogénica “G” de F.
solani. El tiempo de confrontacion después de la inoculacion fue de 72 h
para este bioensayo. Los valores reportados son las medias de por lo menos
tres repeticiones. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas
(Duncan P < 0.05).

De manera mas evidente se observo el incremento en la concentracion de compuestos
fendlicos totales en las plantulas con fenotipo potencialmente resistente inoculadas con
F. oxysporum y confrontadas durante 72 h con un valor medio de 14.05 uM/gFW,
estadisticamente superior a su control no inoculado con valor de 8.33 pM/gFW vy a

ambos tratamientos del fenotipo susceptible (Figura 41).
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Figura 41. Contenido fendlico total expresado como equivalentes de catecol en

extractos metandlicos de raices de agave inoculadas o no, con una
suspensiéon de conidias pre-germinadas de la cepa patogénica “SR8” de F.
oxysporum. El tiempo de confrontacion después de la inoculacién fue de 72
h para este bioensayo. Los valores reportados son las medias de por lo
menos tres repeticiones. Las letras sobre las barras indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).

En el bioensayo de 30 dias de confrontacion con la cepa “G” de F. solani, se mostro un

comportamiento muy distinto, ya que las plantulas susceptibles presentan un incremento

significativo en comparacion con el fenotipo potencialmente resistente (Figura 42).
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Figura 42. Contenido fendlico total expresado como equivalentes de catecol en
extractos metandlicos de raices de agave inoculadas o no, con una
suspensién de conidias pre-germinadas de la cepa patogénica “G” de F.
solani. El tiempo de confrontacion después de la inoculacion fue de 30 dias
para este bioensayo. Los valores reportados son las medias de por lo menos
tres repeticiones. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas
(Duncan P < 0.05).

Mismo escenario se observd en el bioensayo evaluado con la confrontacion de F.
oxysporum a los 30 dias de inoculado, en donde el fenotipo susceptible, presenté un
incremento estadisticamente significativo con respecto a los dos tratamientos en el

fenotipo potencialmente resistente (Figura 43).
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Figura 43. Contenido fendlico total expresado como equivalentes de catecol en
extractos metandlicos de raices de agave inoculadas o no, con una
suspensiéon de conidias pre-germinadas de la cepa patogénica “SR8” de F.
oxysporum. El tiempo de confrontacion después de la inoculacion fue de 30
dias para este bioensayo. Los valores reportados son las medias de por lo

menos tres repeticiones. Las letras sobre las barras indican diferencias
significativas (Duncan P < 0.05).

6.7 INCIDENCIA DE ENFERMEDAD EN RAICES CAUSADA POR F. solani

La evidencia de la interaccion con 30 dias de duracion entre el tejido radicular de las
plantulas de agave con las conidias de F. solani se muestra por la presencia de células
de raiz dafiadas, especialmente en plantulas con fenotipia susceptible, lo que se

considera una evidencia clara del parasitismo necrotrofico de la cepa “G” (Figura 44).
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Figura 44. Campos Opticos de microscopio que muestran el tejido celular de raices de
agave (Agave tequilana Weber var. azul) en el tratamiento de 30 dias de
confrontacién. A-B) controles no inoculados, C-D raices de plantulas R
inoculadas con conidias pre-germinadas de la cepa “G” de F. solani, y E-F)
Sintomatologia en células radiculares asociadas con el patdgeno, observada
principalmente en plantulas con fenotipo S.

Cuando las células necréticas se cuantificaron como porcentaje de incidencia en campos
Opticos del microscopio, se pudo determinar una diferencia significativa en células
dafadas entre los tratamientos, encontrando cerca de un 20% de células dafiadas en
plantulas susceptibles en comparacion con un porcentaje menor al 3% en plantulas
potencialmente resistentes, las cuales fueron estadisticamente iguales a los controles no

inoculados (Figura 45).

74



16

14 -~

-

12 v~

10 +

% Incidencia en raices
[0/¢]
|

B
At

R"G" Rctr S"Gg" S ctr

Tratamientos
Figura 45. Porcentaje de incidencia de dafio en células radiculares de agave (Agave
tequilana Weber var. azul) 30 dias después de confrontacién con la cepa “G”
de F. solani en plantulas potencialmente resistentes (R) y susceptibles (S), y

sus controles no inoculados. Las letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (Duncan P < 0.05).

6.8 CORRELACION ENTRE LA INCIDENCIA DE DANO Y LA RESPUESTA
TEMPRANA DE LOS MECANISMOS DE DEFENSA

Se analizo la correlacion del coeficiente de Pearson entre la expresion temprana a las 72
h de los mecanismos de defensa y la incidencia de dafio a los 30 dias presente en las
células de las raices inoculadas con F. solani y sus controles no inoculados. Las
correlaciones negativas, indicativas de un aumento en la expresion del mecanismo de
defensa cuando hay menor dafo celular, se encontraron con el contenido de &cido
shikimico (-0.86), acido salicilico (-0.68), actividad quitinasa (-0.86) y concentracion de
compuestos fendlicos (-0.74); mientras que los mecanismos que mostraron una

correlacion positiva fueron las actividades PAL, B-1,3-glucanasa y peroxidasa, indicando
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un aumento en el dafio celular de raices a la vez que aumenta la actividad de estos

mecanismos de defensa (Cuadro 6).

Cuadro 6. Correlacion del coeficiente de Pearson entre incidencia de células de raiz
dafiadas 30 dias después de su inoculacion con conidias pre-germinadas de
la cepa “G” de F. solani y la actividad temprana a las 72 h de mecanismos de
defensa en grupos de plantulas de la misma linea isogénica.

CA  Fenoles B-1,3- SA
Sample Incidenci PAL Shk (Mg/lg (UM /g Peroxidasa Quitinasa glucanasa (mg/g
name a (%) (U) (ug/gDW) FW) FW) (V) (V) (V) FW)
PR
inoculado 2.89 0.25 27.62 5.64 17.29 15.03 0.67 81.18 5.87
PR
inoculado 0.00 0.41 22.61 2.96 13.15 10.32 0.95 65.02 2.53
PR
inoculado 2.00 0.25 21.54 5.34 23.85 10.28 0.39 0.00 6.50
PS
inoculado 12.24 0.38 15.90 4.92 4.03 16.68 0.25 134.27 2.03
PS
inoculado 17.79 0.70 13.67 3.38 7.70 16.04 0.08 152.87 1.24
Pearson correlation 0.78 -0.86 -0.22 -0.74 0.79 -0.86 0.85 -0.68

6.9 CUANTIFICACION DE COLONIZACION DE F. oxysporum EN LA PINA DE
AGAVE MEDIANTE gPCR

Para la cuantificacion de material genético del hongo patogénico F. oxysporum “SR8”
dentro del tejido de la pifia de las plantulas de agave inoculadas después de 30 dias, se
realiz6 una curva de calibracion con diferentes concentraciones de DNA de la cepa pura

del hongo patogénico versus el delta del ciclo umbral (Figura 46).
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Figura 46. Curva de calibracién de DNA de la cepa patogénica “SR8” de F. oxysporum
para la cuantificacion mediante qPCR, de la colonizacion en la pifia de las
plantulas de Agave tequilana Weber vara. azul confrontadas durante 30 dias
con la misma cepa.

El material genético total (DNA de planta + DNA de F. oxysporum “SR8”), extraido de las
muestras inoculadas, se sometioé a las mismas condiciones de amplificaciéon empleando
la concentracion total y ciertas diluciones con la intencién de evitar que el exceso de
DNA inhibiera la reaccion. Desafortunadamente, tras varios intentos, no fue posible
evidenciar presencia alguna de DNA fungico en ninguna de las muestras (Figura 47).
Debido a esto, los resultados bioquimicos obtenidos de los bioensayos en las
confrontaciones con F. oxysporum no pueden correlacionarse con la incidencia causada
en cada fenotipo, lo que seria la base para determinar las expresiones mas

determinantes en una posible defensa ante este patdgeno.
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Figura 47. Amplificaciéon cuantitativa de DNA de la cepa patogénica “SR8” de F.
oxysporum empleando primers disefiados especificamente. La figura 47a)
muestra el comportamiento de la curva generada en la amplificacion al
control positivo, con DNA extraido de una cepa pura del hongo. La figura
47b) muestra la ausencia de amplificacién de la muestra extraida de la pifia
de una plantula susceptible (S7) confrontada durante 30 dias con la cepa
“SR8”.

Con la finalidad de descartar la posibilidad de una extraccién deficiente del material
genético, se realizé una electroforesis en gel de agarosa (1%) para observar la banda
del DNA total, una de las mezclas de amplificacibn que no generaron sefial y sus
controles positivo y negativo, con lo que constatamos que la extraccion fue exitosa, y al
mismo tiempo sugerir la conclusion de ausencia del DNA fungico deseado en la

extraccion (Figura 48).

78



Figura 48. Electroforesis en gel de agarosa. El carril M corresponde al marcador de
peso molecular, a) DNA total de una de las extracciones de plantula
inoculada con F. solani, b-c) producto de amplificaciéon de la misma muestra
a diferentes concentraciones, d) control negativo.

VIl. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio, fue determinar si la diversidad fenotipica
relacionada a resistencia o susceptibilidad observada en campos comerciales de agave
(Agave tequilana Weber var. azul), podria estar relacionada con la manera en que esta
planta responde a la presencia y ataque de sus patégenos. El comparativo se realizé en
plantulas de agave obtenidas con técnicas de reproduccion de cultivo de tejidos in vitro,
a las que se inocularon cepas patogénicas de Fusarium oxysporum Yy F. solani. En los
resultados de este estudio, se demostraron diferencias en respuestas bioquimicas

tempranas, evidenciadas 72 h después de la inoculacion de los patdégenos.

La primer etapa del sistema inmune de las plantas, involucra el reconocimiento del
patdgeno, que desencadena las respuestas de defensa (Zipfel, 2014; Sanchez-Vallet y
col.,, 2014; Ben Khaled y col., 2015), y como mencion6 Vallad y Goodman (2004), el
tiempo transcurrido entre el reconocimiento y la expresion de las respuestas de defensa

es critico para determinar el ganador en una confrontacion planta-patoégeno.
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En las plantulas de ageve potencialmente resistentes, se registraron actividades
enzimaticas mayores, asi como concentraciones mas elevadas de metabolitos
relacionadas a mecanismos de defensa claves en la defensa de las plantas, aunado a la
observacion de incidencias significativamente menores de células radiculares dafadas
en la confrontacion con F. solani de 30 dias de duracién, datos que fueron
correlacionados para explicar diferencias. Las plantulas potencialmente resistentes
inoculadas con la cepa “G” de F. solani, expresaron de manera rapida una acumulaciéon
superior de acido shikimico, lo que pudo ser importante debido a que la ruta metabdlica
del acido shikimico, es base para una biosintesis subsecuente de aminoacidos
aromaticos y compuestos fendlicos (Santos-Sanchez y col., 2019) que son fuertemente
necesarios para una respuesta de defensa eficiente. Dicho incremento presentd una
fuerte correlacion negativa con la disminucion en la incidencia de dafio radicular, lo que
corrobora su importancia en la defensa contra este patdgeno. El &cido shikimico no tuvo
un comportamiento similar ante la inoculacién de F. oxysporum, ya que no evidencia un
incremento que suponga una induccién temprana de sus sintesis. Por su parte, las
concentraciones de esta molécula evaluadas a 30 dias después de iniciada la
confrontacién, se muestran similares en las confrontaciones con los dos fitopatégenos, lo
que ratifica su importancia en fases tempranas de la patogénesis, en las plantas

presumiblemente resistentes inoculadas con F. solani.

Al inicio de la ruta metabdlica de los fenilpropanoides, los mecanismos predominantes
gue incrementaron en las plantulas que evidenciaron un menor dafio celular a nivel
radicular causado por F. solani, fue el acido salicilico, reportado como el principal
inductor de SAR (Lim y col., 2020) cuya acumulacion promueve la transcripcion activa de
las proteinas relacionadas a la patogénesis (Glazebrook, 2005; Loake y Grant, 2007). En
nuestro estudio, la actividad quitinasa estuvo directamente correlacionada con una
disminucién en la incidencia de células de raiz dafiadas a causa de F. solani, lo que
sugiere que esta actividad es primordial en la defensa contra este patégeno en esta
interacciéon. Este mismo comportamiento se evidencié en la confrontacion de 72 h con F.
oxyporum, pero la confrontacion de solo 30 dias con este patdogeno, aun no evidenciava
un dafio a nivel vascular del xilema, para poder sustentar la importancia de la expresién

temprana de actividad quitinasa. Los resultados de actividades quitinasa en las
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confrontaciones de ambos patégenos después de 30 dias de confrontacion, muestran un
decremento muy evidente, lo que es coincidente con lo que Nguyen y col., (2013)
reportan, al sefialar una disminucioén notoria de dicha actividad a partir de los 7 dias de

inoculacién en pepino con una cepa patogénica de F. solani.

Es bien sabido que las quitinasas pueden hidrolizar la quitina presente en las paredes
celulares de los hongos (Sierra-Gémez y col., 2019; Hamid y col., 2013). En el afio 2013,
Barbosa y colaboradores demostraron que el incremento en la actividad quitinasa en
cultivares resistentes de tomate, es un factor importante en su defensa contra F.
oxysporum f. sp. lycopercisi, y también aparece sub-expresada en la interaccion
compatible entre tomate y el hongo necrotréfico F. oxysporum f. sp. radicys-lycopercisi
(Manzo y col., 2016).

Aungque nuestro estudio muestra niveles de actividad peroxidasa elevados como
respuesta de defensa en ambos fenotipos (S y R), el contenido fendlico encontrado
Ganicamente en plantulas con menor dafio celular a nivel radicular causado por F. solani,
puede ser la diferencia en la importancia de dicha actividad, ya que como muchos
autores lo reportan, el incremento en la actividad peroxidasa en interacciones planta-
patdbgeno incompatibles, esta asociada con la incorporacion de compuestos fendlicos
dentro de las paredes celulares, reduciendo asi la susceptibilidad de las plantas a las
enzimas degradadoras, ya que embonan monolignoles para formar lignina y actuan
como barrera fisica (Pandey y col., 2017; Anjana y col., 2008; Bestwick y col., 1998;
Mader y Amberg-Fisher, 1982; Dzhavakhiya y Shcherbakova., 2007). La combinacion en
el incremento de compuestos fendlicos y la actividad peroxidasa, en plantas con
evidencia de un dafio minimo o ausencia del mismo en sus células radiculares, sugiere
gue una de las rutas que pudieran estarse tomando en las plantulas de agave
potencialmente resistentes para defenderse contra el patégeno F. solani, estd mediada
por la sefializacion de acido salicilico, pero para confirmar esta hipétesis, son necesarios
una serie de estudios adicionales. En el caso de la confrontacion con la cepa patogénica
SR8 de F. oxysporum, se muestra una evidente elevacion de actividad peroxidasa en el

tratamiento inoculado, frente a su control no inoculado en plantulas con potencial
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resistencia, a diferencia de las susceptibles que se mantienen estadisticamente iguales
gque sus controles, sin embargo se mantiene como resultado interesante para
contrarrestar con futuros estudios en donde se analice la patogenicidad final alcanzada

por el patdégeno.

El comportamiento de la actividad enzimatica PAL se muestra contrario a lo esperado en
las evaluaciones de plantulas confrontadas con ambos patégenos, ya que como se pudo
observar, en el tiempo de confrontacion de 72 h de duracién, los controles no inoculados
presentan mayor actividad estadistica que sus tratamientos inoculados con cualquier
cepa. Esta conducta, cambia en las confrontaciones con duracién de 30 dias, también
para ambos patdgenos, ya que todos los tratamientos se mantienen estadisticamente
iguales. No existe una explicacion clara del porque de la relaciébn entre una actividad
elevada de PAL, de actividad B-1,3-glucanasa y de acumulacién de acido trans-cindmico
presenciados en la confrontacion de 72 h y el incremento en la incidencia del dafio
celular de las raices confrontadas durante 30 dias con F. solani. Sin embargo, aunque la
actividad B-1,3-glucanasa y la actividad PAL son seguidamente reportadas como
actividades inducidas en interacciones planta-patdgeno incompatibles, también existen
varios estudios que demuestran que no siempre es el caso. Por ejemplo, estudios en
cultivares susceptibles y resistentes de trigo contra F. culmorum (Duba y col., 2019;
Motallebi y col., 2016) demostraron niveles menores en la actividad PAL en una linea
resistente en comparacion con la linea susceptible. En el caso de la confrontacion de 30
dias, se mantiene una igualdad estadistica de actividad enziméatica en todos los
tratamientos para ambos patdégenos. PAL proporciona precursores para lignina y para
varios productos involucrados en la resistencia (fitoalexinas, SA, PRs y compuestos
fendlicos); sin embargo, de acuerdo a lo expresado por Dixon y col., (2002) la accién
individual de estos compuestos no necesariamente impartira resistencia a la

enfermedad.

De igual manera, la actividad B-1,3-glucanasa puede estar sub-regulada en plantas
resistentes (Kim y col.,, 2020) o se puede encontrar super-regulada en lineas

susceptibles en comparacion con las lineas resistentes (Mehrabi y col., 2016), por lo que
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Su accién no necesariamente es indicativo favorable para la resistencia, como lo que
observamos en nuestro estudio con la cepa “G” de F. solani. Mientras que la
confrontacién con F. oxysporum se muestra estadisticamente igual entre plantulas

controles y confrontadas en los dos tiempos de confrontacion.

En el caso del 4cido t-cinamico, al tratarse de una molécula intermediaria en la ruta de
los fenilpropanoides, que puede ser convertida en una variedad de compuestos que
incluyen al &cido salicilico y varios compuestos fendlicos como fitoalexinas, precursores
de lignina y precursores de suberina (Dudareva y col., 2013; Shuab y col., 2016); es
razonable considerar una correlacion indirecta entre la concentracion del acido t-
cinamico y la incidencia del dafio celular de raiz causado por F. solani como lo
encontrado en este estudio. Sin embargo, el hecho de encontrar valores mas elevados
en plantas control, podria explicarse con lo reportado por Guo y col., (2020) en donde
demostraron que esta molécula incrementd significativamente la patogenicidad de
Fusarium oxysporum promoviendo la marchitez en plantulas de haba. EI comportamiento
observado en las concentraciones de &cido t-cinAmico en la confrontaciébn con F.
oxysporum es similar al encontrado con F. solani, y ambos patdégenos, mantienen
concentraciones estadisticamente iguales en plantas de todos los tratamientos y
fenotipos después de 30 dias de confrontacién pero evidentemente superiores a las

encontradas a las 72 h.

A pesar de la capacidad que tiene el marcador molecular AFLP para detectar diferencias
genéticas entre individuos (Mueller y Wolfenbarger, 1999), como lo demostrado en este
estudio sobre Agave tequilana Weber var. azul, empleando diferentes combinaciones de
primers con 3 bases afadidas en sus extremos 3’ para la amplificacion selectiva, las 65
plantas madre seleccionadas con base en la evidencia fenotipica de resistencia y
susceptibilidad a la marchitez del agave, no mostraron un agregado claro con este
marcador dominante. La variabilidad en resistencia o tolerancia de una planta a las
enfermedades es un factor dificil de explicar basandonos en la correlacion con su
distancia genética (Jiang y col., 2007) o por marcadores de punto simple (Jin y col.,

1998) obtenidos por AFLP u otros marcadores moleculares, debido a que existen otros
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rasgos fenotipicos o genéticos que se incluyen dentro del analisis completo de
polimorfismo genético. A pesar de esto, los datos aqui presentados son una evidencia
fuerte de que la diversidad genética previamente demostrada en Agave tequilana Weber
var. azul, estd en cierto sentido explicada por las diferencias en la manera en que las
plantas de este cultivo responden a los patdgenos a los que se enfrentan, y este criterio
podria ser usado en futuros programas de mejoramiento para resistencia a

enfermedades.

Los resultados de expresion de mecanismos de defensa evaluados en la confrontacion
con la cepa patogénica “SR8” de F. oxysporum, muestran comportamientos distintos con

respecto a los evidenciados con F. solani.

VIIl.  CONCLUSIONES

Empleando técnicas de reproduccién de cultivo in vitro, fue posible la obtencion de
plantulas genéticamente iguales a las plantas madre seleccionadas en el campo con
base en sus caracteristicas fenotipicas de resistencia y susceptibilidad a la enfermedad

de marchitez del agave.

A pesar de la opinion generalizada de la homogeneidad genética en el cultivo de Agave
tequilana Weber var. azul asociada a una cotidiana reproduccién asexual mediante
hijuelos, se demuestra una vez mas una clara variabilidad genética, evidenciada

mediante el marcador molecular AFLP.

El marcador molecular AFLP, a pesar de ser eficaz en diferenciar genéticamente entre
individuos, sin embargo, en este estudio no fue Gtil para asociar la diversidad genética
encontrada en los grupos de plantas seleccionadas con su fenotipia de resistencia y

susceptibilidad a la marchitez del agave en campo.

La diversidad genética evidenciada en Agave tequilana Weber var. azul, explica de
manera indirecta, la expresion diferencial de ciertas moléculas y actividades enzimaticas
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importantes dentro de los mecanismos de defensa de las plantas al ser confrontadas con

sus patégenos.

Existe una fuerte correlacion entre la expresién temprana de algunos de los principales
mecanismos de defensa reportados en plantas como la acumulacion de &cido shikimico,
acido salicilico y compuestos fendlicos totales y la expresion de actividad quitinasa con
una disminucién en el porcentaje de incidencia de dafio celular en raices de Agave
tequilana Weber var. azul inoculadas con la cepa patogénica “G” de Fusarium solani

evaluado en un tiempo de 30 dias de confrontacion.

A pesar de la importancia de la actividad enzimatica fenilalaniamonioliasa en la ruta
metabdlica de los fenilpropanoides, no es un buen indicativo en la seleccién de
individuos de Agave tequilana Weber var. azul con potencial capacidad de defensa ante

el ataque de los fitopatdgenos causantes de marchitez del agave.

De igual manera, al ser el acido trans-cinamico una molécula intermediaria y no un
producto dentro de la ruta de los fenilpropanoides, que sirve para la formacién de una
gran variedad de metabolitos secundarios, no se debe considerar como una
caracteristica viable de identificaciéon de individuos con mejor capacidad de respuesta

ante la confrontacion con patégenos del agave.

Las pruebas de confrontacién en laboratorio, proporcionan evidencias que podrian diferir
con el comportamiento en pruebas de campo, pero aportan antecedentes valiosos que
puedan servir como base para estudios futuros que contengan todos los elementos

asociados a las condiciones naturales del cultivo.

Los patdgenos, de acuerdo a sus mecanismos de accion, inducen la expresion de

diferentes rutas en las plantas.
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