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RESUMEN

La marchitez del agave es una enfermedad que provoca dafios en los tallos. Esta
enfermedad inicia en las raices y es dificil de diagnosticar en etapas tempranas
de la infeccidn, lo que representa pérdidas de plantas en etapa inicial. Ademas,
la reproduccion de especies que solo se propagan por semillas (Agave potatorum
Zucc.) y su recalcitrancia dificulta la obtencion de nuevos individuos. El uso de
hongos del género Trichoderma pueden prevenir la infeccidon por Fusarium spp;
por lo que el objetivo de la investigacion fue evaluar aislamientos de Trichoderma
spp. hativos de las zonas productoras de maguey con potencial para el control
de la marchitez ocasionada por Fusarium spp. en A. potatorum. En diciembre del
2022 se muestrearon plantas con edad de 18 meses y suelo en Chichicapam,
Oaxaca. Se obtuvieron 26 aislamientos de Fusarium spp. en tejido con marchitez
y cuatro de Trichoderma spp. de suelo y tejido vegetal. T. asperellum, T.
yunnanense, T. lentiforme y Trichoderma spp. presentaron capacidad
antagonista y micoparasitica contra Fusarium sp. Se identifico a F. fujikoroi, F.
solani y F. falciforme como los causantes de la marchitez del A. potatorum. Esta
investigacion representa el primer reporte de infeccion por F. falciforme en raices
de agave y la primera vez que se identifica T. lentiforme para México.

Palabras clave: Antagonismo, nativo, patégenos, tobala.



ABSTRACT

Agave wilt is a disease that causes damage to the stems. This disease begins in
the roots and the diagnostic is difficult in the early stages of infection, those
represents losses of plants in the initial stage. Also, the reproduction of species
to propagates by seeds (Agave potatorum Zucc.) and their recalcitrance difficult
to obtain new individuals. The use of fungi Trichoderma genus can prevent
infection by Fusarium spp.; therefore, the research objective was to evaluate
isolates of Trichoderma spp. native to maguey producing areas with potential to
control wilt disease by Fusarium spp. in A. potatorum. In December 2022, 18-
month-old plants and soil were colected in Chichicapam, Oaxaca. 26 isolates of
Fusarium spp. were obtained in wilt tissue and four of Trichoderma spp. isolates
of soil and plant tissue. T. asperellum, T. yunnanense, T. lentiforme and
Trichoderma spp. presented antagonistic and mycoparasitic capacity against
Fusarium sp. F. fujikoroi, F. solani and F. falciforme were the causal agent of A.
potatorum wilt. This research presents the first report of F. falciforme infection in
agave roots and the first time that T. lentiforme has been identified for Mexico.

Index words: Antagonism, native, pathogens, tobala.



CAPITULO |

INTRODUCCION

En el Estado de Oaxaca, las especies de agave se localizan en 29 distritos con
ecosistemas tipo selvas bajas caducifolias y bosque de pino-encino. Su
importancia se debe a la abundancia de compuestos esteroidales en sus hojas y
las altas concentraciones de fructosa en sus tallos maduros; que se utilizan para
la extraccién de fibras, como fuente de alimento, para forraje y en la construccion.
Ademas, son materia prima para la obtencion de aguamiel, tepache, pulque y

mezcal (Palma, 1991).

En 2017, de acuerdo con la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), el agave increment6 su valor comercial
en el periodo del 2012 a 2017, debido al interés por la produccion del mezcal.
Esta bebida se obtiene del destilado de diferentes especies de agave, siendo los
mas importantes el espadin (Agave angustifolia Haw.), tobala (Agave potatorum

Zucc.) y cuishe (Agave karwinskii Zucc.).



México posee la denominacién de origen del mezcal y abarca los estados de
Oaxaca, Durango, Guanajuato, Guerrero, San Luis Potosi, Zacatecas,
Tamaulipas, Michoacan y Puebla. Para el 2023, segun el Consejo Mexicano
Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM), el volumen de produccion
anual incremento 13.60% (12.24 M de L) con respecto al afio anterior, siendo el
Estado de Oaxaca el primer productor con 90.51% del volumen total. Mas del
80% de la produccion se obtiene de agave espadin y el segundo con mayor

demanda es el tobala (2.42%).

El agave tobala (A. potatorum) crece en suelos arenosos planos o de poca
pendiente, en un rango altitudinal de 1,300 a 2,400 m. El clima que les favorece
es el arido y semiéarido. Se distribuye desde el Valle de Tehuacan (Puebla) a
Cuicatlan, la Sierra Mixteca y montafias de los Valles Centrales de Oaxaca
(Garcia-Mendoza, 2010). Su creciente demanda para la elaboracién de mezcal

se debe a sus propiedades organolépticas suaves.

La proliferacion de individuos de A. potatorum se encuentra amenazada por la
extraccion de plantas de poblaciones naturales para elaborar mezcal; ademas de
la baja capacidad de adaptacién de nuevos individuos a las condiciones
climaticas y la supervivencia a depredadores (Torres-Garcia et al., 2013). Esta
especie presenta semillas recalcitrantes (Lopez, Martinez y Caballero, 2016), las
cuales al almacenarlas durante largos periodos (29 meses) pierde hasta el 29%

de viabilidad, debido al incremento de lipidos (Gutiérrez-Hernandez et al., 2020).



La presion social por la demanda de mezcal, aumenta la vulnerabilidad natural
de algunas especies de agave con la extraccion de plantas silvestres y falta de
manejo agronémico (Delgado-Lemus et al., 2014). Esto ha provocado cambios
en el uso del suelo que se agravan con la practica de sistemas de monocultivo y
trae como consecuencia la disminucion de los recursos naturales, pérdida de
germoplasma, transformacion del paisaje biocultural, afectacion a polinizadores
del maguey, etc. (Lucio, 2022). Segun Lépez et al. (2016) las especies de agave
en estado silvestre que se estan perdiendo son A. potatorum, A. karwinski, A.

americana L., A. rhodacantha Trel. y A. applanata K. Koch.

La funcion de los agaves en los sistemas agroforestales es diversa. Sirven de
delimitantes, son ornamentales, retienen suelo y humedad, atraen especies
benéficas meliferas y nectarivora; previenen la erosion y contribuyen a la
conservacion de los agroecosistemas (Torres-Garcia et al., 2019). Por lo que es
importante promover su manejo integral con acciones concretas, como el manejo
de semilleros, el incremento en la variabilidad genética; uso eficiente del agua,
suelo y residuos; conjuntamente con el manejo de plagas y enfermedades por
medio de practicas que aseguren la sustentabilidad de los agroecosistemas

(Lucio, 2022).

Con el incremento de la practica de sistemas en monocultivo y la alteracion del
medio natural donde se desarrollan los agaves, la incidencia de enfermedades
se incrementa. En la etapa inicial de crecimiento, las plantas de agave son

susceptibles a la infeccion por hongos del género Fusarium que ocasionan
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necrosis en la raiz y causan la marchitez de la pifia. Las especies de hongos de
los clados Fusarium oxysporum, F. solani y F. fujikuroi son las principales
causantes de las enfermedades de marchitez y pudricion seca del cogollo en
agave (Avila-Miranda et al., 2012; Gémez-Ortiz et al., 2011; Trinidad-Cruz et al.,

2017).

La fuente de indculo principal de estos patdgenos puede ser el sustrato, el agua
de riego o dispersion en el ambiente por una fuente cercana. La infeccién por
estos hongos ocasiona pérdidas de hasta el 30% de plantas en etapa de vivero,
especialmente de A. angustifolia y A. atrovirens (Comisién Nacional Forestal
[CONAFOR], 2008). De manera convencional se han aplicado fungicidas del
grupo de los benzimidazoles para la prevencion de estas enfermedades (Rubio,

2007), fungicidas residuales y téxicos para el contacto humano.

Por otro lado, el control bioldgico de Fusarium sp. se ha logrado por medio de la
aplicacion de microrganismos benéficos como los hongos micorrizicos
arbusculares y Trichoderma sp. (Ghazalibiglar, Kandula y Hampton, 2016;
Sanchez et al., 2015; Trinidad-Cruz et al.,, 2017). Los hongos del género
Trichoderma pueden encontrarse en diferentes ambientes debido a su rapido
crecimiento y capacidad para producir metabolitos (Gams y Bisset, 2002).
Ademas, parasitan las células de hongos patégenos y degradan la pared celular

a través de su mecanismo enzimatico (Romero-Cortes et al., 2016).



El éxito en el biocontrol ejercido por Trichoderma es dependiente del aislamiento
y del estudio de la especificidad hacia el hospedante (Sanchez et al., 2018).
Aplicar hongos Trichoderma durante la propagacion de plantas en vivero,
promueve el crecimiento y activa el sistema de resistencia que dificulta el ingreso
de patogenos (Vinale et al.,, 2012), lo que hace a este género altamente

competente para ser un controlador natural de enfermedades.

1.1 Objetivo general
Evaluar aislamientos de Trichoderma spp. nativos de las zonas productoras de
maguey con potencial para el control de la marchitez ocasionada por Fusarium

spp. en A. potatorum.

1.2 Objetivos especificos
1. Determinar la etiologia de la marchitez en plantas de A. potatorum en
Oaxaca, México.
2. Caracterizar la morfologia, taxonomia y bioquimica enzimética de especies
de Trichoderma sp. nativa de suelo y tejido de agave tobala (A. potatorum).
3. ldentificar el potencial de Trichoderma nativa para el biocontrol in vitro de la

marchitez (Fusarium spp.) del A. potatorum.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1Descripcion del género Agave
Los agaves son originarios del Continente Americano, la distribucion de ellos
abarca del sur de Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela, incluidas las islas
del Caribe. Los paises con mayor numero de taxas en su territorio son México,

Estados Unidos, Cuba y Guatemala (Garcia-Mendoza, 2002).

Se describen como plantas angiospermas, monocotiledéneas y con metabolismo
acido de las crasulaceas (CAM). Sus rosetas perennes estan formadas por la
estratégica disposicion de las hojas, arreglo radial que les permite capturar el
agua de la lluvia y transportarla directo a la parte basal del tallo. Su crecimiento
y acumulacion de reservas puede durar entre 8 a 30 aflos dependiendo de la
especie (Palma, 1991). Los tallos de los agaves almacenan agua y posee gran

cantidad de carbohidratos.



La evolucion de estas plantas las ha llevado a especializar su mecanismo de
defensa a la sequia, reduciendo la evapotranspiracion, al reducir el tamafio de
sus tallos hasta el nivel del suelo. Ademas, las espinas en la punta terminal y

margen de la hoja, le confiere proteccion contra depredadores (Gentry, 1982).

2.1.1 Reproduccidn de los agaves

Las plantas de agave pueden ser monocarpicas o policarpicas. Las
monocarpicas emiten el eje floral a partir del 4pice de la roseta; mientras que, las
especies policarpicas presentas sus escapos axilares a partir de hojas
periféricas. Se propagan via asexual o sexual. De la forma asexual se reproducen
a partir del rizoma de la planta o por la formacién de hijuelo a partir de las yemas

axilares del escapo floral (Palma, 1991).

No todas las especies son capaces de reproducirse de manera clonal, por
ejemplo, A. potatorum y A. seemanniana, especies que dependen de la
reproduccion sexual o por semilla, lo que incrementa la variabilidad genética de
las poblaciones de agave (Garcia-Mendoza et al., 2019). La relacion entre el tipo
de reproduccién de los agaves y el nivel de ploidia que presentan no ha sido

estudiado (Eguiarte, Souza y Silva-Montellano, 2000).

2.1.2 Agave potatorum Zucc.
A. potatorum fue descrito por Zuccarini en 1832. Pertenece al grupo Hemiflorae
del subgénero Agave de la familia Asparagaceae. Esta especie se desarrolla

mejor en sitios con poca pendiente con suelos arenosos y en climas de aridos a
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semiaridos. Se encuentran entre la parte oriental de la cuenca del rio Balsas
pasando por el Valle de Tehuacan-Cuicatlan hasta pie de montafia de la sierra
Mixteca y los Valles Centrales de Oaxaca. Su tamafio varia de 30-50 cm y 40-60
cm de diametro. Esta especie de agave puede llegar a tener entre 30 a 60 hojas,
florece a finales de agosto hasta noviembre y produce frutos en los meses de

noviembre a marzo (Garcia-Mendoza, 2010).

Se reproduce por via sexual, lo cual genera alta variabilidad genética que se
expresa en el tamafo, peso y capacidad germinativa de sus semillas (Ortiz-
Hernandez et al., 2018). Estas semillas no deben almacenarse por largos
periodos debido a que son recalcitrantes (Gutiérrez-Hernandez et al., 2020).
Durante el proceso del mezcal, A. potatorum produce menor cantidad de acido
acético y etanol en pifia cocida, lo que influye en el sabor del producto terminado

(Vera, Santiago y Lopez, 2009).

2.2Enfermedades en el agave
Las enfermedades en el agave pueden ser provocadas por agente patdogenos
fungicos o bacterianos. Las ocasionadas por hongos suelen presentarse en
follaje, tallos y raiz a manera de pudriciones secas e inoloras. Mientras que, las
enfermedades bacterianas generan pudriciones humedas en cogollo y follaje

(Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato A.C. [CESAVEG], 2007).

En plantas de vivero se presenta la enfermedad conocida como Damping-off

causada por los hongos del género Pythium, Rhizoctonia y Fusarium. El sintoma
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es gue la planta se dobla en la base poco después de la germinacion o incluso
no llega a emerger. La hifa de estos hongos penetra la raiz cuando apenas se

esta formando y destruye las paredes celulares (Beccari, Hao y Liu, 2022).

Los hongos del género Fusarium son los mas dafinos y con mayor presencia en
campo. Es posible encontrarlo en diferentes hospederos (Beccari et al., 2020;
Sierra-Moya et al., 2022; Velarde-Félix et al., 2022). Se ha observado en A.
tequilana, A. atrovirens y A. angustifolia. Las plantas se ven afectadas por
diferentes especies de este hongo y causa mas del 30% de pérdidas de plantas
en etapa de vivero. La enfermedad es de rapida dispersion. Se favorece en
suelos pesados, con poco drenaje, saturados de humedad y temperaturas altas

(Comision Nacional Forestal [CONAFOR], 2008).

2.2.1 Infeccién por Fusarium sp. en agaves

Se ha encontrado Fusarium en suelo y tallos de A. tequilana (Avila-Miranda et al.,
2012; Ramirez-Ramirez et al., 2017; Vega-Ramos, Uvalle-Bueno y Gémez-
Leyva, 2013). La sintomatologia descrita durante el proceso de infeccién abarca
necrosis en raices, enrollamiento de hojas, clorosis, necrosis de hojas y

achaparramiento de plantas (Flores et al., 2016; Trinidad-Cruz et al., 2017).

Los sintomas de la marchitez del agave son causados por diferentes especies
de Fusarium debido a la alta capacidad parasitica de este patdgeno, se han

identificado especies de los complejos F. oxysporum, F. solani y F. fujikuroi



(L6pez-Bautista et al., 2020). La dificultad para reconocer plantas joévenes

infectadas es debido al avance lento de la sintomatologia.

En el maguey mezcalero, F. oxysporum infecta a A. cupreata y A. americana e
induce marchitez de la planta (Reyes-Zambrano et al., 2020; Trinidad-Cruz et al.,
2017). Las raices son penetradas por las hifas del hongo a los 15 d después de
la inoculacion y a los 30 d logra la ramificacion del micelio e inicia la produccion

de microconidios los cuales contribuyen al taponamiento de los haces vasculares.

2.2.2 Actividad de enzimas pectinoliticas durante la patogénesis

El ingreso de Fusarium a la planta es mediado por mecanismos de
reconocimiento, donde se liberan enzimas pectinoliticas que degradan
compuestos de la pared vegetal (Kubicek, Starr y Glass, 2014). Las liasas han
sido identificadas en medios de cultivo con pH alcalinos y las poligalacturonasas

en pH acidos.

La secrecion de estos metabolitos por microorganismos se ve favorecido con
altos niveles de fosfato, adicién de extracto de levadura y una fuente de pectina
(Hankin, Zucker y Sands, 1971). Para Aspergillus niger la produccion de enzimas
pectinasas fue optimizada al utilizar extracto de levadura como fuente de
nitrdbgeno en comparacion con urea, nitrato de amonio o peptona (Islam et al.,
2013). Por otro lado, ya ha sido reportada la expresion de pectato liasa por F.
sacchari, al igual que su participacion en la degradacion de pectina y virulencia

(Huang et al., 2022).
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2.3Métodos de control de enfermedades del agave
Para el control de enfermedades del agave, se aplican métodos quimicos y
bioldgico. Los métodos quimicos (benzimidazoles) resultan ser mas eficientes
para el control de enfermedades, pero generan consecuencias en el ambiente y
ocasionan dafios a la salud humana (Guzman-Plazola et al., 2016; Hernandez-
Antonio y Hansen, 2011). Por su parte, el control biologico causa efectos menos

dafinos al agroecosistema, comparado al uso de agroquimicos (Lucio, 2022).

El control biolégico de Fusarium spp. se ha logrado mediante la aplicacion de
microrganismos benéficos como los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y
Trichoderma sp. (Garcia-Martinez, Sanchez-Mendoza y Bautista-Cruz, 2020;
Ghazalibiglar et al., 2016; Sanchez et al., 2015). El uso de HMA en plantas de
agave disminuye la severidad de la marchitez causada por F. oxysporum y
promueve el crecimiento (Quifiones-Aguilar et al., 2023; Trinidad-Cruz et al.,

2017).

Ademas, aplicar Trichoderma spp. y Bacillus subtilis como preventivo durante la
propagacion de A. tequilana, favorece la adaptacion de las plantas en campo y
mantiene bajas las poblaciones de Fusarium sp. en el sustrato (Tlapal et al.,

2014).

2.4Control biolégico con hongos del género Trichoderma
Trichoderma es un hongo filamentoso de crecimiento micelar acelerado, produce

esporas resistentes y crece mejor en suelos acidos y a mas de 17 °C. Este hongo
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explora con sus hifas a las raices de las plantas y las penetra, lo que activa el
sistema de defensa de la planta y promueve el crecimiento aéreo y radicular. Al
propiciar la elongacion de raices, Trichoderma facilita la asimilacion de nutrientes.
Por lo tanto, puede actuar como regulador del crecimiento vegetal o como elicitor
para la resistencia a enfermedades (Vinale et al., 2012). Ademas, incrementa los
porcentajes de germinacion (Castillo et al.,, 2022) y es antagonista de varios
hongos fitopatbgenos como F. oxysporum, F. solani, Rizhotocnia solani,

Alternaria alternata y Colletotrichum gloeosporioides (Savin-Molina et al., 2021).

Algunas cepas producen compuestos especializados llamados sideréforos que
se une al hierro y lo hace inaccesible para hongos entomopatégenos; ademas,
puede ejercer dos mecanismos de biocontrol contra patdégenos: micoparasitismo
y antibiosis (Kubicek y Harman, 2002). El tipo de metabolitos secundarios que
producen, dependen de la cepa y pueden ser antibioticos volatiles, solubles en

agua u oligopéptidos (Khan et al., 2020).

Trichoderma tienen la capacidad de producir enzimas degradadoras de pared
celular como quitinasas y glucanasas (Michel-Aceves et al., 2005). Las quitinasas
rompen enlaces glicosidicos, pertenecen al grupo de las hidrolasas. La mayoria
de las hidrolasas actuan fuera de la célula. Dentro de esta clasificacion se
encuentra el subgrupo de las glicosidasas donde entran las glucanasas y

proteasas (Dixon y Webb, 1979).
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La produccion de enzimas liticas depende de la fuente de carbono y caracteriza
el potencial de biocontrol que posee cada especie de Trichoderma. Ademas,
estudios en T. reesei demostraron que las condiciones fisicoquimicas y
nutrimentales de crecimiento son fundamentales para la biosintesis de celulasas

(Kalsoom et al., 2019).

La adicion de pared celular de R. solani incrementa la excrecion de glucanasas
por T. asperellum (Vargas-Hoyos y Gilchrist-Ramelli, 2015) y est4 demostrado
gue las celulasas producidas por T. viride tienen capacidad antibacteriana ante

patogenos (Jatav et al., 2018).
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CAPITULO IlI

ETIOLOGIA DE LA MARCHITEZ DEL MAGUEY TOBALA (Agave potatorum

Zucc.) EN OAXACA, MEXICO



RESUMEN

El incremento en la demanda del mezcal ha provocado la domesticacion de
diversas especies silvestres de Agave, caso especial del maguey tobala (A.
potatorum Zucc.), con sus limitantes en el establecimiento de plantaciones
comerciales en relacion a la produccion de plantulas y la presencia de
enfermedades. Una de las principales enfermedades del agave es la marchitez
que afecta principalmente raices y tallo. Fusarium sp. se reporta como el principal
agente causal de la marchitez en plantas de A. tequilana, A. cupreata y A.
americana, pero no se conocen para A. potatorum, por lo que el objetivo de la
investigacion fue determinar la etiologia de la marchitez en plantas de A.
potatorum. Para efectuar la investigacion se realizé un muestreo, en 2023, en
Chichicapam, Oaxaca, de donde se obtuvieron 80 aislamientos fungicos de
plantas con sintomas de marchitez, de los cuales 26 correspondian a la
morfologia de Fusarium sp. Los aislamientos fueron caracterizados por
morfologia, taxonomia, patogenicidad y produccion de pectinasa e identificados
por biologia molecular. Los 26 aislamientos fueron capaces de infectar e inducir
la sintomatologia de la marchitez en condiciones de invernadero al aplicarlos de
manera independiente. Se identificaron tres especies: F. fujikoroi, F. falciforme y
F. solani como los responsables de la marchitez en A. potatorum.

Palabras clave: patogenicidad, taxonomia, tejido vegetal.

ABSTRACT

The increase in demand for mezcal has caused the domestication of various wild
species of Agave, the tobala maguey (A. potatorum Zucc.) is a special case with
limitations in the establishment of commercial plantations by the production of
seedlings and diseases presence. The main disease is agave wilt, this affects
roots and stem. Fusarium sp. is reported as the causal agent of wilt in A. tequilana,
A. cupreata and A. Americana plants, but it is not known for A. potatorum,
therefore, the research objective was to determine the etiology of wilt A. potatorum
plants. To make the research, was done sampling in 2023 in Chichicapam,
Oaxaca, 80 fungal isolates were obtained from plants with wilting symptoms, of
which 26 corresponded to Fusarium sp. morphology. The isolates were
characterized by morphology, taxonomy, pathogenicity and pectinase production
and identified by molecular biology. The 26 isolates infected and induced wilt
symptoms under greenhouse conditions when applied independently. Three
species: F. fujikoroi, F. falciforme and F. solani were identified as responsible for
the A. potatorum wilt.

Index words: pathogenicity, taxonomy, plant tissue.
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3.1 INTRODUCCION

Agave potatorum Zucc. es una planta perenne perteneciente a la familia
Asparagaceae con forma de roseta compacta y crecimiento en solitario. Habita
en climas aridos y semiaridos en altitud de 1,300 a 2,400 m (Garcia, 2010). Por
sus cualidades organolépticas suaves es empleada para elaborar mezcal. El
mezcal es un destilado alcohdlico, se considera bebida tradicional en México y
es obtenida de la destilacién del jugo fermentado del tallo de agave por procesos

artesanales o tecnificados (Pérez et al., 2016).

Segun la COMERCAM (2024), el volumen de produccion anual incrementé
13.60% (12.24 M de L), siendo el Estado de Oaxaca el primer productor con
90.51% del volumen total, del cual las especies de agave mas utilizadas son A.
angustifolia Haw (81.08%), A. durangensis Gentry (1.17%), A. salmiana Otto ex

Salm-Dyck (1.27%), y A. potatorum (2.42%).

Con el incremento de la demanda del mezcal, se implementé la domesticacion
de especies silvestres, caso del agave conocido localmente como tobala (A.
potatorum). Esta practica propicia el establecimiento de plantaciones con fines
comerciales en condiciones diferentes al estado silvestre; lo que enfrenta
limitantes para la obtencion de plantulas de esta especie debido a la baja
frecuencia de reproduccion asexual por hijuelos, la alta diversidad genética que
presenta la progenie y la recalcitrancia en semillas por alto contenido lipidico

(Aguirre DX y Eguiarte LE 2013; Ortiz et al.,, 2018; Gutiérrez et al., 2020).
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Ademas, la presencia de enfermedades, que pone en riesgo la regeneracion de

plantas de agave en etapa de semilleros hasta su establecimiento en campo.

La marchitez del agave se ha reportado como la enfermedad con mayor
incidencia en plantaciones de A. tequilana Weber var. Azul (Avila et al., 2012;
Ramirez et al. 2017). Los agentes patdégenos causantes de esta enfermedad son
hongos del género Fusarium y la variabilidad de la especie esta relacionada con

el origen y tipo de tejido de la planta del que han sido aislados (Vega et al. 2013).

Esta enfermedad toma relevancia en los ultimos afios debido a la complejidad
para ser detectada en etapas iniciales del desarrollo de la planta. Ramirez et al.
(2017) reportan que es posible tener plantas infectadas y asintomaticas del area
foliar. Sin embargo, las raices pueden estar colonizadas por el patégeno y
dispersarse al resto de los érganos vegetales. Ademas, el estrés hidrico acentta

los sintomas de la marchitez (Gomez et al., 2011; Flores et al., 2016).

Existen estudios donde se aislé y secuencio el genoma de Fusarium sp. como
agente patdgeno del A. tequilana para registrar la diversidad de especies
asociadas a este cultivo y la compatibilidad vegetativa que presentan (Avila et al.,
2012; Vega et al., 2013; Lopez et al., 2020). La mayor cantidad de estudios se
han dirigido a la presencia del patégeno en A. tequilana, pero Reyes et al. (2020)
documentaron que Fusarium sp. es capaz de inducir marchitez en maguey

mezcalero (A. americana L.).
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Los sintomas de la marchitez en el agave se expresan como pudricion de raices,
clorosis en las hojas, deshidratacion, enrollamiento de hojas y muerte de érganos
de la planta e incluso de la planta completa. El avance de la enfermedad es lento,
distintivo y con aumento gradual (Trinidad et al., 2017). En la fase inicial de la
infeccion, participan enzimas pectinoliticas que actian en la pared vegetal para
facilitar el ingreso del patégeno (Kubicek et al., 2014). La capacidad del
microorganismo para producir pectinasas puede ser detectado en medios de
cultivo con alto contenido de fosfatos y presencia de extracto de levadura (Islam

et al., 2013).

Conocer el ciclo de infeccién de las especies de Fusarium que infectan a las
diferentes especies de agaves, permite detectar la enfermedad desde etapas
tempranas, aplicar tratamientos preventivos, asegurar material vegetal sano para
establecer plantaciones y seleccionar germoplasma tolerante o resistente al
patogeno (Avila et al., 2012). El objetivo de la investigacion fue determinar la
etiologia de la marchitez en plantas de A. potatorum establecidas en Oaxaca,

México.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Sitio de muestreo
Se seleccion6 una plantacion de A. potatorum, en el municipio de San Baltazar
Chichicapam, Estado de Oaxaca; con ubicacion geogréfica en las coordenadas

96° 49 88” LO y 16° 74’ 94” LN con una altitud de 1525 m. Se seleccion6 una
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plantacion de 18 meses de edad y densidad poblacional de 4,242 plantas ha™.
3.2.2 Seleccion y colecta del material vegetal

En la plantacion se visualizaron plantas con sintomas de marchitez, estas se
distinguieron por presentar coloracion rojiza, corrugacion en hojas, necrosis en
hojas cercanas a la parte basal de la planta, raices necroticas y en baja cantidad
[Figura 3.1]. Se colectaron cinco plantas completas con sintomas de enfermedad

por muestreo dirigido.

Figura 3.1. Caracteristicas de plantas colectadas de A. potatorum con sintomas
de marchitez en Chichicapam, Oaxaca. A. Planta completa. B. Planta con corte
longitudinal. Barra = 10 cm.

Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Fitopatologia del Campo
Experimental Rosario I1zapa del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,

Agricolas y Pecuarias, donde fueron lavadas y se extrajeron segmentos de hoja,

tallo y raiz.
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3.2.3 Desinfeccion de tejidos vegetales y establecimiento in vitro

Los segmentos (hoja, tallo y raiz) fueron desinfectados con solucién de hipoclorito
de sodio (NaClO) al 1% durante 2 min, seguido de alcohol al 70% durante 1 min
y sSe enjuagaron tres veces con agua destilada esterilizada. Después se
colocaron en toallas de papel esterilizadas para retirar el exceso de humedad.
Los fragmentos de tallo y hoja se redujeron a tamafio de 0.5 cm?y las raices se

cortaron a 0.5 cm de longitud.

Los explantes fueron sembrados en cajas de Petri (90 x 15 mm) con 12 mL de
medio de cultivo Agar Dextrosa Papa (PDA Bioxon® + 200 mg L? de
estreptomicina + 50 mg L de cloranfenicol. En total se incubaron 100 explantes
de tallo (0.5 cm? c/u), 100 explantes de hoja (0.5 cm?c/u) y 40 de raices (0.5 cm
longitud c/u). Las cajas se incubaron durante cinco dias en condiciones de

oscuridad y a 27 °C.

Al término del periodo de incubacion, las colonias de hongos que crecieron se
aislaron en medio de cultivo PDA y se seleccionaron aquellos aislamientos con
morfologia similar a Fusarium sp. Posterior a ello se realizé un analisis de
frecuencia relativa y absoluta con la prueba de bondad de ajuste y? (a=0.05) para

el crecimiento de colonias fungicas en relacion al tejido incubado.

3.2.4 Caracterizacion morfologica y taxonomica de Fusarium spp.
Una vez purificados los aislamientos, se procedi6 a obtener -cultivos

monosporicos de cada uno de ellos. Para la caracterizacion macroscopica se
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establecieron cultivos monosporicos en medio de cultivo PDA y fueron incubados
en oscuridad a temperatura ambiente. A los siete dias, se registraron las variables

forma del micelio (Fm), color del micelio (Cm) y velocidad de crecimiento (Vc).

La caracterizacidon microscopica consistio en establecer microcultivos en discos
de agua agar al 2% y PDA incubados durante quince dias. Se evaluaron la forma
y longitud de los macro y micro conidios, forma de fialides y la presencia de

clamidosporas.

La clasificacién taxonémica de la especie se basé en la descripcidon propuesta
por Leslie JF and Summerell LE (2006). Para todas las variables se verificaron
los supuestos de normalidad por Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianzas por
Bartlett (a =0.05). El andlisis de los caracteres morfolégicos forma del micelio y
color, se realizé con 42 (a=0.05) y para las variables velocidad de crecimiento y
tamafo de conidios, se hizo por analisis de varianza con comparacion de medias
Tukey (p=<0.05) con el paquete estadistico SAS version 9.4. La variable velocidad

de crecimiento se transformé con Cos x.

3.2.5 Pruebas de patogenicidad de los aislamientos

Posterior a la caracterizacion taxonomica, los aislamientos fueron propagados en
medio de cultivo PDA para obtener inGculo necesario y realizar las pruebas de
patogenicidad en plantulas de agave en condicion de invernadero. Para esto, se
necesitaron plantulas de A. potatorum de cuatro meses de edad, en bolsas de

vivero con sustrato cosmopeat® + Agrolita® (80-20) previamente esterilizado. A
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las plantulas se les realizaron tres heridas (5 mm de profundidad) en la raiz y se
inocularon con 20 mL de solucién de esporas con concentracion de 1x10°

esporas mL™.

Cinco plantulas de agave fueron infectadas por cada uno de los aislamientos de
Fusarium sp. En total fueron establecidos 28 tratamientos, de los cuales, 26
correspondieron a los aislamientos de Fusarium sp. mas un tratamiento control
gue consistio en inocular un producto biolégico comercial formulado con

Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis y el testigo sin inocular.

Se registraron datos cada catorce dias durante 126 dias. Las variables evaluadas
fueron nimero de hojas (NH, cantidad), numero de hojas con marchitez (NHM,
cantidad), e incidencia (INC, porcentaje). Para determinar la incidencia se
contabilizé el numero de plantulas con sintomas de marchitez, tales como:
deshidratacion de tejido, necrosis u oxidacion de las hojas con respecto al total
de las plantas inoculadas y se obtuvo el porcentaje. Ademas, se calculé la tasa
de emergencia de hojas (TEH, cantidad por mes), necrosis en raiz (NR,
porcentaje), diametro del tallo (DT, cm), longitud de raiz (LR, cm), biomasa seca
del &rea foliar (BSA, g), biomasa seca del area radicular (BSR, g) y biomasa seca

total (BT, g) a los 126 d después de la inoculacion del patégeno.

Después de verificar los supuestos de normalidad por Shapiro-Wilk vy

homogeneidad de varianzas por Bartlett (a =0.05), las variables NHM, INC, TEH,
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NR, DT y LR fueron transformadas con vx + 1 y se procedié al analisis de
varianza con comparaciéon de medias por Duncan (p<0.05) con el paquete
estadistico SAS version 9.4. Ademas, se calculé el coeficiente de correlacion de
Pearson para las variables evaluadas durante esta etapa.

Al término del tiempo de evaluacion, segmentos de raices fueron inoculadas en

medio de cultivo PDA para comprobar la presencia del patégeno inoculado.

3.2.6 Produccion de pectinasas en aislamientos de Fusarium spp.

Se determind la produccién de pectinasas para conocer el potencial que poseen
los diferentes aislamientos para degradar compuestos de pared vegetal. La
determinacion de la enzima se realizé por el método descrito por Hankin et al.
(1971) con modificacion en el medio de cultivo. Un litro de medio fue formulado
con 2 g de extracto de levadura, 10 g de pectina, 30 g de agar, 2 g de (NH4)2SOa4,
4 g de KH2PO4, 6g de Na2HPO4, 0.1 mg de FeSO47H20, 1 mg de CaClz, 10 pg
de H3BOs, 70 ug de MnSOg4, 50 ug de CuSO4 y 10 pg de Na2MoOs, se ajusto el
pH a 7. El medio de cultivo fue esterilizado y vertido en cajas de Petri (90x60

mm).

Posteriormente, se inocularon discos de 5 mm de diametro con crecimiento
micelial (siete dias en PDA) de 26 aislamientos fungicos pertenecientes al género
Fusarium sp. obtenidos de tejido vegetal de plantas de A. potatorum. Se

sembraron cinco discos de cada aislamiento por caja de Petri, donde cada disco
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correspondia a una repeticion y se incubaron en oscuridad durante tres dias a

temperatura ambiente (26 + 2 °C).

Cada 24 h se sacrifico una caja de Petri y se afladio solucion de Lugol al 10%, se
dej6 reaccionar durante 5 min, se decanto la solucion y se procedi6 a registrar la
dimensién del halo de degradacion (Hd, mm) por actividad pectinasa con apoyo
de vernier digital. La enzima detectada corresponde a pectato liasa. Se
verificaron los supuestos de normalidad por Shapiro-Wilk y homogeneidad de
varianzas por Bartlett (a =0.05) y se realiz6 analisis de varianza con comparacion

de medias Tukey (p<0.05) con el paquete estadistico SAS versién 9.4.

3.2.7 Identificacién molecular de aislamientos de Fusarium sp.

Se realizd la identificacion molecular de cinco aislamientos de Fusarium sp.
seleccionados en funcién a los valores mas altos de INC y NR. Los aislamientos
seleccionados fueron SBCFs2, SBCFs10, SBCFs13, SBCFs18 y SBCFs49. Las
muestras de micelio fueron trasladadas al Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental y Agroecoldgica (LaBTAA) del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR)
Unidad Tapachula para la extraccion de ADN con adaptaciones al método de

Karthikeyan et al. (2010).

Para la obtencion de productos PCR se utilizo 1 uL de ADN y un volumen de
reaccion de 20 pL. La secuencia de los marcadores ITS correspondian a ITS-4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS-5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG)

con ciclos de desnaturalizacion inicial 95 °C/5 min, 40 ciclos (desnaturalizacion
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95 °C/1 min, alineamiento 55 °C/1 min, extension 72 °C/1 min), seguido de una

extension final a 72 °C/5 min.

Para factor de elongacién 1a, se utilizaron los marcadores EF1-983F
(GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT) y EF1-1567R
(ACHGTRCCRATACCACCRATCTT) con desnaturalizacion inicial de 94 °C/3
min, a la que siguieron 35 ciclos (desnaturalizacion de 94 °C/30 s, alineamiento

62 °C/30 s, extension 72 °C/1 min), finalizando con una extension a 72 °C/10 min.

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el DNA Clean and
Concentrator™ Kit (Cat. No. D4033, Zymo Research, Orange, CA) y enviados a
secuenciar a la empresa Macrogen Inc. en Corea del Sur. Las secuencias
obtenidas se analizaron por algoritmos tipo BLAST de la base de datos del

National Center of Biotechnology Information.

3.3 RESULTADOS

Se obtuvieron 80 aislamientos fungicos provenientes de tejidos de A. potatorum
con marchitez; esto correspondié al 27% de segmentos establecidos in vitro
(x>=22.78, p=<0.0001). De los aislamientos, 33 provenian del tallo, 29 de raices
y 18 de hojas. De los 80 aislados, 26 (32%) presentaron morfologia similar al
género Fusarium (x=21.25, p=<0.0001). A partir de tejidos de raiz se obtuvieron
18 aislados (22%), 8 (10%) del tallo y en segmentos de hoja no se presento este

hongo.
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3.3.1 Caracterizacion morfoldgica y taxondmica de Fusarium spp.

El 49% de los aislamientos con morfologia de Fusarium presentaron micelio de
color blanco y la forma de micelio que predomino fue ligeramente elevado (35%).
El 23% del total de los aislamientos compartian estas caracteristicas (x°=38.31,

p=0.0322).

La variable Vc presentd diferencia estadistica significativa (p=<0.0001), los
aislamientos SBCFs2 y SBCFs13 tuvieron mayor Vc con 0.520 y 0.517 cm d%,
respectivamente; y fueron significativamente distintos a los asilamientos
SBCFs45 (0.433 cm dt), SBCFs49 (0.447 cm dY) y SBCFs50 (0.427 cm d). Por
otra parte, la variable longitud de conidios [Tabla 3.1], mostré diferencias

significativas entre los aislamientos.

SBCFs4 tuvo los macroconidios de mayor longitud (65.75 um) y SBCFs15
presentd la mayor longitud de microconidios (25.30 um). En la caracterizacion
microscopica se observé que los aislamientos SBCFs2 y SBCFs13 fueron los
anicos en presentar polifidlides en la estructura del conidiéforo; los otros 24
aislamientos presentaron monofidlides. Ademas, en los aislados SBCFs2,
SBCFs7, SBCFs8, SBCFs9, SBCFs10, SBCFs14 y SBCFs46 no fue posible

observar clamidosporas.
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Tabla 3.1. Tamafio de conidios de Fusarium sp. aislados de A. potatorum con

marchitez.
Longitud Diametro Longitud Diametro
Fusarium macroconidios macroconidios microconidios microconidios
(um) (um) (Um) (Lm)
SBCFsl 56.19+1.39bcdt 9.56+0.28cde 20.81+0.77 cdefg 8.08 + 0.26 abcdef
SBCFs2 51.72+0.60d 8.49 £ 0.31 de 17.54 + 0.71 ghi 6.29 £ 0.27 gh
SBCFs3 62.23+1.75ab 10.21 £ 0.32 bc 18.64 + 0.49 efgh 7.76 + 0.13 cdefg
SBCFs4 65.75+2.18 a 10.22+0.35bc 22.07 £1.01 abcde 7.77 +0.15 cdefg
SBCFs5 58.50+2.40 abcd 10.49 +0.37 abc 20.19 + 0.57 cdefg 8.60 £ 0.35 abcd
SBCFs6 62.26 + 2.77 ab 9.43+0.32cde 20.57 £0.55cdefg 8.19 £ 0.25 abcdef
SBCFs7 64.44 £ 1.45 ab 10.10+0.24bc  22.10+0.75abcde 8.26 + 0.34 abcde
SBCFs8 63.92 +1.08 ab 10.53 £+ 0.36 abc 21.85+0.73 abcdef  7.72 + 0.28 defg
SBCFs9 56.20 + 1.74 bed 9.40 £ 0.21 cde  20.49 £ 0.74 cdefg 7.86 = 0.25 bcdef
SBCFs10 59.66 +2.52 abcd 9.81+0.33 cd 24.08 £ 0.80 abc 7.47 £ 0.29 defgh
SBCFsl1l 60.36 £2.18abcd 10.07 £0.17 bc 21.75+0.72 abcdef 8.81 + 0.43 abcd
SBCFs12 35.69+0.32¢e 6.93+£0.05e 15.21 + 0.82 hi 6.64 + 0.26 fgh
SBCFs13 39.30+£233e 8.41 +0.29 de 1450 £ 0.52 5.98+0.21h
SBCFsl14 61.71 % 2.49 abc 11.8+0.21a 21.14+0.82 bcdefg  6.77 = 0.22 efgh
SBCFs15 51.23+1.79 de 9.73+0.29 cd 2530+1.39a 8.62 + 0.20 abcd
SBCFs16  55.51 + 1.23 bed 9.80 + 0.50 cd 22.67 + 0.51 abcd 8.39 + 0.21 abcde
SBCFs17 52.87 +1.60 cd 9.76 £ 0.20 cd 17.97 £ 0.72 fghi 9.42 +0.25 ab
SBCFs18 61.34+1.71abc 11.38+0.29 ab 18.44 + 0.60 efghi 9.32 + 0.51 abc
SBCFs26 64.13 +0.61 ab 10.59 + 0.22 abc 2498 + 0.89 ab 9.59+0.22a
SBCFs31 58.09+1.83abcd 10.04 +0.45 bc 19.77 + 0.69 defg 8.56 + 0.49 abcd
SBCFs45 56.67 £+0.24abcd 9.94+0.13cd  20.60+0.49 cdefg  7.50 £+ 0.27 defgh
SBCFs46 59.59 +1.82abcd 9.51 +0.25 cde 23.35+1.14 abcd 7.70 = 0.40 defg
SBCFs47 57.09+1.38abcd 9.80+0.21cd 22.04+0.69 abcde 8.72+0.31 abcd
SBCFs48 59.98 +1.58 abcd 9.53 + 0.26 cde 15.44 + 0.56 hi 7.54 + 0.24 defg
SBCFs49  55.33 £ 1.56 bcd 9.67 +0.23 cd 22.88 + 0.56 abcd 9.51+0.27 a
SBCFs50 57.60+1.62abcd 9.24+0.28cde 21.73 +£0.56 abcdef 8.60 + 0.33 abcd
C.V. 9.46 9.3 11.52 11.66

Letras diferentes por columna son significativamente distintas (Tukey<0.05). C.V.= coeficiente de variacion.
SBCFs= aislamiento de Fusarium proveniente de agave de San Baltazar Chichicapam. pm= micrémetros.
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3.3.2 Prueba de patogenicidad de los aislamientos

Las plantas de A. potatorum expresaron sintomas de la infeccidn por el patdgeno
después de los 15 dias de la inoculacién y las formas en que se presentaron
fueron las siguientes: necrosis en la hoja a partir de la espina terminal [Figura

3.2]; cambio de color de los dientes y clorosis en la lamina foliar.

Figura 3.2. Hojas de A. potatorum 126 d después del establecimiento de la
prueba de patogenicidad. A. Hoja sin sintomas. B. Hoja con marchitez.

A los 126 dias después de la infeccidn, las variables de estudio: TEH, NHM, INC,
NR, LR, BSA, BSR y BST no presentaron diferencia estadistica significativa,
mientras que la variable DT si presentd. La TEH vario de 0.83 a 1.27 hojas por
mes, el NHM se present6 en rango de 2.75 a 4.50 hojas por planta y la LR fue

variante de 8.13 a 23.76 cm.

Todos los aislamientos presentaron INC mayor al 50%, incluido el control

(T.h+B.s) con 100% y el testigo sin inocular (75%). Sin embargo, a pesar de tener
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el 100% de INC el tratamiento control sufri6 menor NR (8.33%) en comparacion
al testigo (40%). Lo que demuestra efecto de la aplicacion del tratamiento control

como preventivo.

El valor mas alto de NR fue de 50% en el aislamiento SBCFs10. La mayor
dimensién de DT lo presento el aislamiento SCBFs5 con 2.85 cm, contrario al
aislamiento SBCFs10 que obtuvo el DT mas pequefio con 1.58 cm en

comparacion con el tratamiento testigo (1.93 cm) y el control (1.72 cm).

La variable BSA presentd correlacion positiva y altamente significativa con LRZ
(0.38), mientras que BSR se correlaciond con las variables NHM (0.25), DT
(0.46), LRS (-0.42) y BSA (-0.31). Por su parte BT esta directamente relacionada

con NHM (0.30), INC (0.29), BSA (-0.24) y BSR (0.44).

La variable TEH tuvo correlacion con el NHM (0.22) y DT (0.27), la correlacion
mas alta fue entre las variables NHM e INC (0.85), dato que establece que, el
incremento de hojas marchitas es un buen predictor para la incidencia de la
marchitez de A. potatorum [Figura 3.3]. Finalmente, se logré reaislar al mismo

patégeno inoculado en las pruebas de patogenicidad.
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Figura 3.3. Relacion entre el porcentaje de incidencia y el niumero de hojas
marchitas de A. potatorum inoculadas con Fusarium sp.

3.3.3 Produccidn de pectinasas en aislamientos de Fusarium sp.

La actividad pectinasa presento diferencias significativas entre los aislamientos
durante el tiempo de evaluacion. En las primeras 24 h el aislamiento SBCFs18
obtuvo mayor dimension en cuanto al halo de degradacion (3.12 mm) y SBCFs31
la dimensién menor (1.26 mm), a las 48 h SBCFs18 continué siendo superior
(7.56 mm) pero a este tiempo, el aislamiento SBCFs6 presenté menos halo de
degradacion (4.24 mm). A las 72 h el comportamiento fue diferente, donde el
aislamiento SBCFs50 obtuvo el halo de degradacion de mayor tamafio (10.96

mm) y SBCFs48 el de menor (5.88 mm).

3.3.4 Identificacion molecular de aislamientos de Fusarium sp.
Se identificaron tres especies de Fusarium que inducen la marchitez en A.
potatorum: F. fujikoroi, F. solani y F. falciforme el nimero de acceso por tipo de

marcador se presenta en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Identificacion molecular de aislamientos de Fusarium causante de
marchitez del agave.

Aislamiento  Marcador Especie No. Acceso GeneBank NCBI  Identidad (%)
SBCFs2 ITS F. fujikoroi NR_111889.1 93.26
EFl-a F. fujikoroi CP023094.1 97.30
SBCFs10 ITS F. solani NR_163531.1 97.77
EFl-a F. solani KU939012.1 99.78
SBCFs13 ITS F. falciforme NR_164424.1 99.81
EFl-a F. falciforme XM_053149760.1 99.57
SBCFs18 ITS F. falciforme NR_164424.1 99.81
EFl-a F. falciforme XM_053149760.1 99.78
SBCFs49 ITS F. solani NR_163531.1 97.90
EFl-a F. solani MHO087480.1 99.78

SBCFs= aislamiento de Fusarium proveniente de agave de San Baltazar Chichicapam, Oaxaca, México.

3.4 DISCUSION

Los aislamientos de Fusarium sp. obtenidos de tejido de A. potatorum

presentaron en mayor frecuencia micelio de color blanco. Al respecto, Lépez et

al. (2020) mencionan que el color blanco en el micelio es caracteristico de

Fusarium sp. obtenidos de tejido de raiz en comparacion con los aislados de

suelo que tienden al color morado en medio de cultivo Komada.

En este estudio, la infeccion por Fusarium en A. potatorum se presento6 a los 15

dias después de la inoculacion, lo que concuerda con lo reportado por otros

autores. En A. americana, Reyes et al. (2020) observaron hifas de Fusarium en

el interior de las raices a los 15 dias después de la infeccion y micelio ramificado

con produccion de microconidios a los 30 dias, mediante microscopia electronica

de barrido.
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Mientras que, en A. cupreata, Trinidad et al. (2017) observaron marchitez de la
planta, clorosis, enrollamiento y muerte de puntas de las hojas a partir de los 20
dias después de la inoculacién de F. oxysporum. También reportaron que el
avance de los sintomas de la marchitez en hojas de agave bajo condiciones de
invernadero, es lenta y diferencial, pero progresiva; lo que coincide con el

comportamiento de la infeccion en esta investigacion.

Por su parte, Flores et al. (2016) reportaron que la THE permite clasificar el nivel
de riesgo por marchitez en condiciones de campo, donde la zona de riesgo baja
requiere mas de 100 dias para enrollar una hoja; mientras que para la zona alta
bastan 10 dias. Ademas, mencionan que hay relacién entre la THE y la edad del
agave tequilero, donde a partir del cuarto afio del cultivo la THE incrementa y
alcanza su valor maximo hasta el séptimo afio. Los aislamientos encontrados en
esta investigacion presentaron avance lento de la marchitez en hojas y 126 dias
posteriores a la infeccion, no se logré apreciar enrollamiento, pero si se midio el

NHM por planta.

Los 26 aislamientos obtenidos corroboran lo reportado por Avila et al. (2012)
sobre la compatibilidad vegetativa que poseen hongos del género Fusarium
aislados del tallo de agave, independiente a la capacidad patogénica de cada uno
de ellos. Sin embargo, en este estudio, todos los aislamientos obtenidos
presentaron capacidad de infeccion, de manera independiente en plantas de A.
potatorum con diferente INC, esto permite documentar la diversidad de especies

asociadas a la marchitez del agave mezcalero en México.
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Por otro lado, el dato mayor para NR fue de 50% en plantas con 126 d de
infeccion; lo que coincide con lo reportado por Ramirez et al. (2017) en A.
tequilana infectado por F. solani, expresando necrosis en el 56% de las raices,

pero en mayor tiempo de evaluacion (240 d).

La diferencia en tamafo del halo de degradacion de enzimas pectinasa por los
diferentes aislamientos de Fusarium, representa la heterogeneidad de los
aislamientos para excretar esta enzima. A menor cantidad de enzima pectinolitica
producida, el hongo presenta menor virulencia (Kubicek et al., 2014). Islam et al.
(2013), reportan en su estudio que la adicién de 2 g de pectina al medio de cultivo
optimiza la produccién de pectinasas en comparacion con concentraciones altas.
Por su parte, Macias et al. (2016) encontraron mayor velocidad de invasion (0.035
mm h1) de F. oxysporum en medio de cultivo con 0.75 g L de pectina. En esta
investigacion se observo la expresion de pectinasas con 10 g de pectina y la

adiciéon de extracto de levadura al medio de cultivo.

Lépez et al. (2020) concluyen que F. oxysporum es la especie con mayor
presencia parasitica en suelo y raiz de A. tequilana. De igual manera, mencionan
a F. falciforme en suelos cultivados con este agave. El presente estudio reporta
por primera vez el aislamiento de F. falciforme a partir de tejido de raiz en A.

potatorum establecido en Valles Centrales Oaxaca, México.
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3.5 CONCLUSION

Se identificaron a F. fujikoroi, F. solani y F. falciforme como los agentes causales
de la marchitez en A. potatorum. El género Fusarium represent6 el 32% de los
aislamientos fungicos totales con mayor proporcion en raices que en tallos y no
se encontro en tejido de hojas. F. fujikoroi y F. falciforme presentaron los valores
mas altos de Vc. Ademas, se demostro la independencia de la infeccidén por cada
especie. Los sintomas de la marchitez en A. potatorum inician 15 dias después
de la infeccion y progresan de manera lenta. La significancia de DT esta
relacionada con BSR durante la infeccion por Fusarium y los aislamientos
presentaron significancia en la produccién de pectinasas. La aplicacién del
preventivo T.h+B.s disminuye NR pero no INC. Esta investigacion reporta por

primera vez la infeccion por F. falciforme en raices de agave.
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CAPITULO IV

Trichoderma NATIVA DE OAXACA AISLADAS DE MAGUEY TOBALA

(Agave potatorum Zucc.)



RESUMEN

Los hongos del género Trichoderma se encuentran en diferentes habitats. El
interés de su estudio es por el potencial que presentan como agentes de control
biolégico y promotores del crecimiento vegetal. Aunque las condiciones
favorables para su crecimiento son en areas con humedad relativa superior al
70%, el hallazgo de estos hongos en zonas &ridas demuestra la plasticidad de
algunas especies nativas para adaptarse y la oportunidad de conocer los
mecanismos de accion que desempefian. El objetivo de la investigacion fue
caracterizar la morfologia, taxonomia y bioquimica enzimatica de especies de
Trichoderma nativas de suelo y tejido de agave tobala (A. potatorum). En el afio
2023, se colectod suelo y plantas de A. potatorum en Chichicapam, Oaxaca. A
partir de ello, se obtuvieron cuatro cepas de Trichoderma, las cuales fueron
caracterizadas por morfologia, taxonomia y produccién de exoglucanasas y
quitinasas. Las cepas presentaron significancia en los caracteres morfométricos,
taxondmicos y enzimaticos. Se identificd a T. asperellum, T. yunnanense y T.
lentiforme como hongos nativos que habitan el suelo y tejido de A. potatorum.

Palabras clave: Enzimas hidroliticas, espora, morfologia, suelo, tejido vegetal.

ABSTRACT

Fungi of genus Trichoderma are found in different habitats. The interest in their
study is for potential as biological control agents and plant growth promoters that
they presents. Although the favorable conditions for their growth are in relative
humidity greater than 70%, the discovery of these fungi in arid zones exposes the
plasticity of native species to adapt and the opportunity to learn about their
mechanisms of action. The research objective was to characterize the
morphology, taxonomy and enzymatic biochemistry of Trichoderma species
native from soil and tissue of agave tobala (A. potatorum). In 2023, soil and plants
of A. potatorum were collected in Chichicapam, Oaxaca. From this, four
Trichoderma strains were obtained and characterized by morphology, taxonomy
and production of exoglucanases and chitinases. The strains presented
significance in morphometric, taxonomic and enzymatic characters. T.
asperellum, T. yunnanense and T. lentiforme were identified as native fungi of A.
potatorum soil and tissue.

Index words: hidrolityc enzime, espore, morphology, soil, plant tissue.

4.1 INTRODUCCION

Los hongos del género Trichoderma se encuentran en suelos, madera y material
vegetal en descomposicion. Son de habitat variable debido a la capacidad

metabodlica y competitiva que poseen sus especies (Gams y Bisset 2002).
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Establecen relacién simbidtica con las plantas, dicha interaccion esta
directamente influenciada por la microbiota nativa, la especificidad y factores
abidticos (Alfiky y Weisskopf 2021). Son de interés en la industria biotecnolégica
y en la agricultura por los diversos metabolitos que producen y por la adaptacion

a diferentes condiciones ambientales (Martinez et al. 2013).

La distincién de especies en razon a la morfologia se le atribuye a Rifai (1969).
Sin embargo, fue hasta Samuels (1996) que se tuvo visién completa de la biologia
de Trichoderma y el uso potencial de las enzimas que producen. Estas enzimas
participan en el proceso de micoparasitismo y regulan el ingreso del antagonista
al hospedante. Ademas, los metabolitos que sintetizan estos hongos pueden
actuar como elicitores para promover el crecimiento vegetal e inducir resistencia
sistémica (Khan et al. 2020). Su biosintesis depende de la especie y se ve
afectada por el pH, la presencia de micotoxinas o acidos grasos que regulan la

expresion de genes (Choez-Guaranda et al. 2023).

Para identificar la diversidad de especies de Trichoderma se realiza
caracterizacion morfolégica y microscopica de aislamientos (Arrazate-Argueta et
al. 2019). La morfologia de este género es variable y el proceso de diferenciar
las especies consiste en evaluar la textura del micelio, el color, la formacion del
halo central, el nUmero de anillos conceéntricos, el tipo de esporulacion y la tasa
de crecimiento. Ademas, se consideran estructuras microscopicas como
clamidosporas, fialides, disposicion del conidioforo, forma y tamafio de esporas

(Allende-Molar et al. 2022).
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La capacidad de Trichoderma para promover el crecimiento vegetal se expresa
en el incremento de la altura de planta, longitud de radicula y biomasa foliar
(Gamboa-Villa et al. 2020; Sabando-Avila et al. 2017). A su vez la aplicacion
preventiva de este hongo antagonista disminuye la presencia de enfermedades
en los cultivos. Las enzimas que participan durante el antagonismo son celulasas
y quitinasas. Modificar las condiciones del medio de cultivo como la temperatura
y pH provoca diferencias significativas en la cantidad de quitinasa producida por
Trichoderma (Mohiddin et al. 2021), y la cantidad de celulasa que produce T.
harzianum varia dependiendo de la procedencia del aislamiento (Chaparro y

Castillo, 2019).

Las condiciones para el establecimiento de Trichoderma son de los 25 a 30 °C
con humedad superior al 70%, esto no ha sido limitante para encontrar alta
diversidad genética en zonas aridas. La presencia de estos hongos en
condiciones de poca humedad y temperaturas altas comprueba la plasticidad de
algunas especies para colonizar suelos y raices de diferentes especies vegetales
(Savin-Molina et al. 2021, Cabral-Miramontes et al. 2022). Esto demuestra la
capacidad de hacer cambios metabdlicos y fisiolégicos de origen evolutivo en

nichos ecolégicos especificos.

El estudio de Trichoderma nativa enfocado a la distincion de caracteristicas
deseables permite conocer la potencialidad de las cepas, su especificidad y
pueden ser indicadores de salud ambiental (Sanchez-Hernandez et al. 2018).

Obtener aislamientos nativos incrementa la probabilidad de éxito para el
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establecimiento de Trichoderma en el agroecosistema. Por tal motivo, el objetivo
de la investigacion fue caracterizar la morfologia, taxonomia y bioquimica
enzimatica de especies de Trichoderma nativas de suelo y tejido de agave tobala

(A. potatorum).

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Sitio y método de muestreo

Se selecciond una plantacién de A. potatorum, de 18 meses de edad, en la
localidad de San Baltazar Chichicapam en la Region Valles Centrales de Oaxaca
con ubicacién geografica en las coordenadas 96° 49’ 88” LO y 16° 74’ 94” LN
con 1 525 m de altitud. Se muestreo suelo rizosférico y plantas con metodologia
cinco de oros propuesto por Moreira et al. (2012). Se colectaron submuestras de
10 g de suelo rizosférico para obtener una muestra compuesta con 50 g y plantas
completas. Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Fitopatologia del
Campo Experimental Rosario lzapa del INIFAP para ser procesadas. Se

registraron algunos parametros fisicoquimicos del suelo.

4.2.2 Siembra de suelo por método de diluciones y aislamiento de
Trichoderma spp.

Una vez en condicion de laboratorio la muestra de suelo compuesta se
homogenizo y se tomaron 10 g de suelo rizosférico disuelto en 100 mL de agua
destilada esterilizada. Se coloco en agitacion durante un minuto. Posteriormente,

se tomo una alicuota de 1 mL y se diluyé en 9 mL de agua destilada esterilizada,
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se agito durante 1 min. Este procedimiento se repitié cuatro veces para obtener

diferentes diluciones.

Se inocularon 200 pL de la diluciéon 10y 10* en cajas de Petri con 12 mL de
medio de cultivo agar dextrosa papa (PDA) + 200 mg L de estreptomicina + 50
mg L de cloranfenicol y se incubaron durante cuatro dias para la expresion de
microorganismos. En seguida, se aislaron y purificaron en PDA las colonias de
hongos con caracteristicas del género Trichoderma: cepas con micelio de rapido
crecimiento, blanco, esporulacién verde (diferente tonalidad), formacion de

anillos y bordes regular.

4.2.3 Aislamiento de Trichoderma spp. a partir de tejido de A. potatorum

Se colectaron cinco plantas completas de agave tobala (A. potatorum). Las
muestras fueron lavadas y se extrajeron segmentos de tallo y raiz. Se realiz6 la
desinfeccién de los tejidos con solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%
durante dos minutos, seguido de alcohol al 70% durante un minuto y se
enjuagaron tres veces con agua destilada esterilizada. Los fragmentos de tallo

se redujeron a 0.5 cm? y las raices se cortaron a 0.5 cm de longitud.

Los explantes fueron sembrados en caja de Petri (90 x 15 mm) con 12 mL de
medio de cultivo (PDA) + 200 mg L' de estreptomicina + 50 mg L* de
cloranfenicol. Las cajas se incubaron durante cinco dias en condiciones de
oscuridad y a 27 °C. Las colonias de hongos con morfologia similar Trichoderma

spp. se aislaron y purificaron en medio de cultivo PDA.
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4.2.4 Identificacién molecular de Trichoderma spp.

Se realizo la identificacion molecular de las cepas de Trichoderma spp. en el
Laboratorio de Genética de Poblaciones en el Instituto de Biociencias de la
Universidad Autébnoma de Chiapas. La extraccion de ADN se realiz6 con

modificaciones al protocolo de Huanca et al. (2014).

La amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consistidé en un
ciclo inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos (94 °C
por 45 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 90 s) y extension final a 72 °C durante 10 min.
La purificacion de los productos PCR se realizé con modificaciones al protocolo
de Rochelle et al. (1995). La secuenciacion de los productos se hizo en el
Laboratorio de Secuenciacion Genomica de la Biodiversidad del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Autobnoma de México. Una vez obtenidas las
secuencias se procedié al analisis por Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) en la base de datos del National Center of Biotechnology Information.

4.2.5 Descripciéon morfométrica de Trichoderma sp.

Para la caracterizacibn morfologica de las cepas de Trichoderma spp. se
evaluaron la textura del micelio (Tm, algodonoso o plano o filamentoso), el color
de micelio (Cm, color), el color de micelio al reverso de la caja de Petri (Cr, color),
namero de anillos concéntricos (Nac, #) y color de las esporas (Ce, verde oscuro

o verde esmeralda o verde limon).
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Para las caracteristicas microscépicas se establecieron microcultivos en discos
con didmetro de 8 mm en medio de cultivo PDA y agua agar al 2 %; los cuales
se incubaron por siete dias en condiciones de oscuridad y temperatura ambiente.
Después fueron observados al microscopio para apreciar estructuras de la hifa,

conidiéforos, clamidosporas vy fialides.

Para calcular la velocidad de crecimiento (Vc, cm d1) se sembraron discos con
crecimiento micelial, con didmetro de 5 mm, en medio de cultivo PDA Los discos
fueron colocados al centro de la caja de Petriy se registro el crecimiento micelial
radial (Cm, cm) cada 24 h hasta el llenado de la caja. La incubacion fue en

condiciones de oscuridad a temperatura ambiente (27 °C + 2 °C).

El andlisis de los datos de las variables Tm, Nac, Cm, Cr y Ce fue descriptivo y

para Vc se transformo la variable con vx + 1 para hacer un andlisis de varianza
con prueba de medias por Tukey (a=0.05) con el paquete estadistico SAS for

Windows versiéon 9.4.

4.2.6 Evaluacién del tamafio, produccién y germinacion de esporas

El tamafio de las esporas fue registrado por micrografias con apoyo del programa
Amscope®, se midieron 20 esporas de cada aislamiento. Para ello se registro el
diametro meridional (Dm, pm), el diametro ecuatorial (De, um) y se calculd el
didmetro promedio (Dp, um). La produccién de esporas (Pe, cel mL?) fue

calculada a partir de una suspension celular de los aislamientos de Trichoderma
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sp. con siete dias de incubacioén en medio de cultivo PDA. Se utilizé6 camara de

Neubauer para calcular el nimero de células por mL.

Posteriormente, se colocaron 50 puL en medio de cultivo PDA de una suspension
celular con concentracion 1x10° cel mL? y se monitored la germinaciéon de
esporas (Ge, %) a las 24 h, la unidad experimental fueron 100 esporas. El analisis
de los datos se realiz6 con el programa SAS for Windows version 9.4. Se realizé

analisis de varianza con prueba de medias por Tukey (a=0.01) para Te y Tukey

(a=0.05) para Pe y Ge. Las variables Pe y Ge fueron transformadas con vx + 1.

4.2.7 Caracterizacion enzimética de cepas de Trichoderma sp. con potencial
para control bioldgico

La determinacion bioquimico enzimatica se realizé en el Laboratorio de Suelos
del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional

(CIIDIR-IPN) Unidad Oaxaca.

Cuantificacién de exoglucanasas. Se utiliz6 medio de cultivo minimo basal
formulado por 2 g de KH2POa4, 0.3 g de MgSOa4 7H20, 14 g de (NH4)2SO04 'y 2%
de carboximetilcelulosa (CMC) por cada litro. Para obtener el extracto enzimatico,
se realizaron modificaciones a la metodologia propuesta por Ng et al. (1977) y la
determinacion de azucares fue por el método Nelson (1944) y Somoyi (1952), la

curva patron se realizo con diferentes concentraciones de glucosa.

47



En 10 mL de medio de cultivo se inocularon 100 puL de suspension celular de
Trichoderma sp. con concentracion de 1x108 cel mL™2. Los tubos de ensaye con
rosca (16x150) fueron incubados durante tres dias sin agitacion a 26°C y tres

dias mas con agitacion constante de 140 rpm.

Posterior a la incubacion, se centrifugd el sustrato enzimatico a 6 000 g por 30
min y se tomd 1 mL para reaccionar con 1 mL de CMC al 0.2%. Los tubos se
dejaron reaccionar a 60°C por 30 min y al término del tiempo se tom6 1 mL de la
reaccion y se le adicioné 1 mL de solucion Somoyi, se calentdé a 100°C por 15
min. Enseguida, la digestion se detuvo en bafio de hielo y se agregd 1 mL de
solucion Nelson. Los tubos reposaron 3 min y se agregaron 10 mL de agua
destilada para proceder a medir la absorbancia en espectrofotometro UV
(Thermo Fisher Scientific type Genesys 20, modelo 4001/4, CA, E.U.A.) a 540
nm. Una unidad de actividad celulasa se definié como la cantidad de enzima que

liberé 1 umol de glucosa por volumen de reaccion por dia.

Cuantificacion de quitinasa. El sustrato enzimatico fue obtenido segun lo
descrito por Mohiddin et al. (2021) con modificaciones. Se utiliz6 medio de cultivo
minimo basal con 0.1 g KH2PO4, 0.01 g MgSO4-7H20, 3.0 g NaCl, 0.7 g
(NH4)2S04, 0.05 g de extracto de levadura y como sustrato quitina al 0.01%
(SIGMA-ALDRICH C3020) por cada litro de medio y se ajusto a pH 6. El medio
de cultivo se inoculd con 100 pL de suspension celular de Trichoderma sp. con
concentracion de 1x108 cel mL™2. La incubacion se realiz6 en tubos de ensaye

con rosca durante seis dias a 26 °C y 140 rpm.
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Posterior al tiempo de incubacion, la solucién enzimatica se centrifugé a 6 000 g
por 30 min y se tomaron 2 mL de la solucion enzimatica para reaccionar con 0.5
mL de quitina. La incubacion dur6 1h a 45 °C, la reaccion se detuvo al adicionar
3 mL de acido 5-dinitrosalicilico y se llevo a 100 °C durante 5 min. El producto se
centrifugd a 6 000 g por 15 min y al sobrenadante se le midi6 la absorbancia en
espectrofotometro UV (Thermo Fisher Scientific type Genesys 20, modelo
4001/4, CA, E.U.A)) a 540 nm. La curva de calibracion se realiz6 con N-
acetilglucosamina (0 a 50 mM). Una unidad de actividad quitinasa se defini6 como

la cantidad de enzima que liberé 1 mmol de N-acetilglucosamina/min.

4.3 RESULTADOS

Se obtuvieron cuatro aislamientos con morfologia del género Trichoderma a partir
de muestras de suelo y tejido de A. potatorum establecido en Oaxaca, México. El
suelo se muestreo a 39 °C, su textura era arenosa con pH medianamente alcalino

(7.66) y fuertemente salino (0.13 dS).

4.3.1 Identificacién molecular de Trichoderma spp.

El analisis BLAST del NCBI identificé a T. lentiforme en suelo de A. potatorum
con numero de accesion NR144868.1 y 99.54% de identidad. El aislamiento de
tallo fue identificado como T. yunnanense con numero de accesion NR_134419.1

y 98.75% de identidad. Mientras que, en raiz se identificé a T. asperellum con
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namero de accesion NR130668.1 y 100% de identidad. No fue posible asemejar

al otro aislamiento de suelo por lo que se identific6 como Trichoderma sp.

4.3.2 Descripcion morfométrica de Trichoderma sp.

Los cuatro aislamientos presentaron Cm blanco, con Cr amarillo y Tm
algodonoso elevado (Figura 4.1). Se diferenciaron entre si en el Nac que
formaron y en el Ce. En Trichoderma sp. y T. lentiforme no se observaron anillos,
T. yunnanense presentd un anillo y T. asperellum form6 dos. Las esporas
observadas eran esféricas. El color de las esporas de T. asperellum y T.
yunnanense era verde oscuro, mientras que, Trichoderma sp. presento esporas
de color verde esmeralda y T. lentiforme en coloracion verde limén. En todos los
aislados fue posible observar clamidosporas. La forma del conidiéforo y de las

fidlides se presentan en la figura 4.2.
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Figura 4.1. Morfologia de aislamientos de Trichoderma spp. de suelo y tejido de
maguey tobald (A. potatorum). A. T. asperellum. B. T. yunnanense. C.
Trichoderma spp. D. T. lentiforme.
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S N = -
Figura 4.2. Micrografias de conidioforos de Trichoderma spp. aislados A.
potatorum. A. T. asperellum, B. T. yunnanense, C. Trichoderma spp. y D. T.
lentiforme. Barra= 20 um.
La variable Cm present6 diferencias significativas para el dia uno y dos; sin
embargo, al dia tres el crecimiento se homogeniz6 (Tabla 4.1). La variable Vc
presentdé diferencia significativa. Trichoderma sp. tuvo mayor Vc y fue

significativamente distinto de T. asperellum y T. yunnanense. La etapa

exponencial del crecimiento fue durante las primeras 24 h.
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Tabla 4.1. Crecimiento radial del micelio de Trichoderma spp. y velocidad de
crecimiento.

Especie Cm 24 h Cm48h Cm78h Ve
(cm) (cm) (cm) (cmd?h?
T. asperellum 1.95+0.02 ab 3.10+£0.02 bc 3.68+0.03 a 1.22+0.01b
T. yunnanense 1.56+0.03b 276 +0.02c 3.65+0.02 a 1.22+001b
Trichoderma sp. 2.13+0.08 a 3.64£0.03 a 3.64+£0.03 a 1.81+0.02a
T. lentiforme 1.83+0.11ab 3.45+0.12 ab 3.60+£0.03 a 1.59+0.19 ab
C.v. 6.93 3.96 1.38 2.99

Letras diferentes por columna son estadisticamente distintas (Tukey<0.01). *Datos transformados con la
ecuaciéon vx + 1. Cm= crecimiento micelial radial, Vc= velocidad de crecimiento, cm= centimetros.

4.3.3 Evaluacién del tamafio, produccién y germinacion de esporas
Se muestra diferencias estadisticas significativas para las variables Dm, De y Dp
(Tabla 4.2). T. lentiforme presento las esporas de menor tamafio y Trichoderma

sp. las de mayor diametro.

Las variables Pe y Ge fueron significativas. En ambas, T. yunnanense fue

significativamente distinta de T. asperellum.

Tabla 4.2. Tamafio, produccién y germinacion de esporas de Trichoderma spp.
aisladas de agave.

Especie Dm De Dp Pe Ge
(um)* (um)* (um)f (106 cel mL )Tt ()t
T. asperellum 6.56 +0.08a 5.55+0.04a 6.06+0.05a 19.40+1.80bf 96.25+0.62b
T.yunnanense 6.58+0.07a 5.55+0.04a 6.07+0.04a 3540+4.68a 99.50+0.28 a
Trichodermasp. 6.91+0.10a 5.49+0.07ab 6.20£0.07a 2280+258ab 98.25+0.25ab
T. lentiforme 5.67+0.05b 5.26+0.05b 546+0.04b 2280+4.76ab 97.00x0091b
C.V. 8.99 6.81 6.71 13.76 1.10

TLetras diferentes por columna son estadisticamente distintas (Tukey<0.01). 'fLetras diferentes por columna son
estadisticamente distintas (Tukey<0.05). Dm= diametro meridional, De= diametro ecuatorial, Dp= didmetro promedio, Pe=
produccion de esporas, Ge= germinacion de esporas, c.v.= coeficiente de variacion.

4.3.4 Caracterizacion enzimatica de cepas de Trichoderma sp. con potencial
para control biolégico
La produccion de exoglucanasas fue significativa entre las especies. T.

asperellum liberé la mayor cantidad de glucosa y para Trichoderma sp. fue menor
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(Tabla 4.3). Con respecto a la actividad quitinasa, solo T. asperellum y T.
yunnanense sintetizaron esta enzima en 6 d de incubacion sin diferencia entre

ellas.

Tabla 4.3. Cantidad de celulasa y quitinasa producida por Trichoderma spp.

Aislamiento UM glucosa mLt d? mM n-acetilglucosamina mL1 d?!
T. asperellum  0.55 = 0.01a 1.67 £ 0.17a
T.yunnanense 0.51 £ 0.01ab 1.49 + 0.08ab
Trichoderma spp. 0.50 = 0.01b 0.00 = 0.00b
T. lentiforme 0.51 £ 0.01ab 0.00 = 0.00b
C.V. 2.99 16.85

Letras diferentes por columna son estadisticamente distintas (Tukey<0.05).

4.4 DISCUSION

Para México solo se ha reportado T. asperellum en suelos semiaridos. T.
yunnanense y T. lentiforme se reportan por primera vez como especies que
colonizan suelo y tejido de agave en condiciones éaridas. T. asperellum, T.
atroviride, T. harzianum, T. koningii, T. viride y T. longibrachiatum son las
especies documentadas para suelos semiaridos del noroeste del pais. Las
poblaciones de estos hongos en suelos de este tipo estan sujetas a la escasa
vegetacion en el sitio de muestreo, la textura arenosa del suelo y la plasticidad
de las especies para adaptarse a condiciones extremas mediante la produccién

de metabolitos (Savin-Molina et al. 2021).

Ademas, Cabral-Miramontes et al. (2022) reportaron hongos del clado T.

asperolloides y T. harzianum aislados de plantas y suelo arido-alcalino de
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México. T. harzianum mostr6 su capacidad para neutralizar pH acidos y alcalinos
durante su crecimiento in vitro, esta posible adaptacion al nicho de origen,
representa su capacidad para sintetizar metabolitos involucrados en la

colonizacion e inhibicién de patogenos.

El tipo de metabolitos secundarios o0 compuestos antifingicos que produce
Trichoderma depende de la especie, estos pueden ser alcaloides, lactonas,
quinonas, triterpenos, esteroles, azucares reductores o flavonoides (Chéez-
Guaranda et al. 2023). La sintesis de los metabolitos secundarios depende de la
expresion génica, la cual es sefializada por cambios en el pH, presencia de
proteinas y la interaccion con organismos (Khan et al. 2020). Este tipo de
sustancias le confiere a Trichoderma la accion de antagonista al inhibir el
establecimiento de patdégenos cerca de laraiz. Tal es el caso de T. lixii, cepa que
colonizo el 81% del micelio de Paecilomyces maximus y Alternaria tenuissima,
hongos lignivoros del cedro (Chauiyakh et al. 2024) y T. longibrachiatum especie
con antagonismo ante Fusarium oxysporum, Aspergillus niger y Aspergillus

tamarii (Sobowale et al. 2022).

Dentro de las bondades que brinda el hongo Trichoderma a las plantas esta la
alteracion a la homeostasis hormonal que mejora el desempefio fisiologico ante
estrés abidtico (Alfiky y Weisskpof, 2021). La seleccion de cepas nativas de
Trichoderma que provienen de zonas semiaridas incrementa la adaptacion a
ambientes extremos y su uso como agentes de biocontrol contra patégenos que

producen enfermedades agricolas (Savin-Molina et al. 2021). El aislamiento de
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cepas nativas de Trichoderma se ha reportado en suelo y raiz de aguacate para
inhibir a Colletotrichum gloeosporioides y Diaporthe sp. (LOpez-Lépez et al.

2023).

En esta investigacion, las especies aisladas de suelo tuvieron mejor Vc en
comparacion con las obtenidas de raiz y tallo de A. potatorum. A mayor Vc
Trichoderma posee potencial para establecerse en la rizosfera convirtiéndose en
competidor natural por espacio y nutrientes ante la presencia de otros hongos
(Khan et al. 2020). Ademas, una mayor produccion de esporas favorece refleja
la agresividad del antagonista para establecerse y permite que el porcentaje de
germinacion de las esporas se incremente asegurando la supervivencia de

Trichoderma.

La cantidad de quitinasa producida por T. asperellum y T. yunnanense en medio
minimo basal adicionado con quitina azure, fue similar a lo reportado por
Mohiddin et al. (2021) quienes mencionan que T. harzianum tiene la capacidad
de producir desde 1.13 hasta 3.38 U mL™! de quitinasa. Mientras que la cantidad
de celulasa fue menor para los cuatro aislamientos en comparacion a lo
encontrado por Kalsoom et al. (2019) quienes reportan que T. reesei produce
hasta 0.275 U mL! min! de enzima en 120 h en condiciones de 70% de

humedad.
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Las especies mas reportadas para México son T. asperellum, T. harzianumy T.
lentiforme encontrada en esta investigacion, no ha sido reportada para el pais

(Ahedo-Quero et al. 2024; Allende-Molar et al. 2022).

4.5 CONCLUSION

Se identificd a T. asperellum y T. yunnanense como hongos nativos que habitan
en tejido de A. potatorum. Se reporta por primera vez para México T. lentiforme
en suelo de agave. Las caracteristicas morfolégicas de los aislamientos fueron
micelio color blanco con textura algodonosa y coloracion de esporas verde en
diferente tonalidad. Los aislados de suelo no presentaron Nac durante la
esporulacion. Trichoderma sp. presentd mayor Vc y Dp. Sin embargo, T.
yunnanense fue mejor para Pe y Ge. T. asperellum liberé6 mas glucosa por la
accion de exoglucanasas y solamente T. asperellum y T. yunnanense produjeron

quitinasa.
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CAPITULO V

BIOCONTROL in vitro DE Trichoderma NATIVA A LA MARCHITEZ DEL

Agave potatorum



RESUMEN

La marchitez del agave es ocasionada por Fusarium spp. El control biolégico de
esta enfermedad se ha logrado con la aplicacion de hongos del género
Trichoderma y para su seleccion se realizan enfrentamientos in vitro que
muestran el mecanismo de accion ante el patdgeno. El objetivo de esta
investigacion fue identificar el potencial de Trichoderma nativa para el biocontrol
in vitro del hongo que causa la marchitez del A. potatorum. Para ello, en el 2023
se enfrentaron cuatro cepas nativas de Trichoderma a F. solani en condiciones
in vitro. Se evalud la cantidad de enzima pectinasa producida por F. solani, la
actividad exoglucanasa de los antagonistas, el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial del patégeno y el tipo de micoparasitismo. T. asperellum, T.
yunnanense, T. lentiforme y Trichoderma sp. son especies nativas con capacidad
para el biocontrol in vitro de F. solani causante de la marchitez del A. potatorum.
T. asperellum fue mejor para inhibir el crecimiento micelial radial del patégeno.
Las cuatro cepas de Trichoderma presentaron diferente accion micoparasitica.

Palabras clave: antagonismo, enzimas, inhibicién, maguey tobala.

ABSTRACT

Agave wilt is caused by Fusarium spp. The biological control of this disease has
been achieved with the fungi application of Trichoderma genus and for their in
vitro selection carried out confrontations that show the action mechanism against
the pathogen. The research objective was identified the potential of native
Trichoderma for in vitro biocontrol of fungi cause wilt in A. potatorum. For 2023,
four native strains of Trichoderma were confronted with F. solani at in vitro
conditions. The amount of pectinase enzyme produced by F. solani, the
exoglucanase activity of the antagonists, the percentage of inhibition of mycelial
growth of the pathogen and the type of mycoparasitism were evaluated. T.
asperellum, T. yunnanense, T. lentiforme and Trichoderma sp. are native species
with in vitro biocontrol of F. solani capacity, which causes A. potatorum wilt. T.
asperellum was best at inhibiting the radial mycelial growth of the pathogen. The
four Trichoderma strains presented different mycoparasitic action.

Index words: antagonism, enzyme, inhibition, tobala maguey.

5.1 INTRODUCCION

El Agave potatorum es utilizado para la elaboracion de mezcal por sus

propiedades organolépticas suaves. Crece entre 1300 a 2400 m de altitud, en

terrenos pedregosos con suelos arenosos planos o de poca pendiente y rodeado
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de vegetacion de Quercus y cactaceas, les favorece el clima arido y semiarido

(Garcia-Mendoza, 2010).

La propagacion de A. potatorum en condiciones de invernadero y fertirriego es
una posibilidad para lograr su crecimiento y desarrollo; ademas, potencializa el
uso de la especie para produccion al disminuir su tiempo de cosecha a cinco afos

(Lépez et al., 2016).

Los agaves durante diferentes etapas de crecimiento estan expuestos a la
presencia de enfermedades que ponen en riesgo la cosecha de pifias para la
produccion del mezcal. La marchitez y la pudricion seca del cogollo en el agave,
es uno de los padecimientos con mayor importancia, ya que llega a ocasionar la
muerte de la planta. Lépez-Bautista et al. (2020) detectaron 40 plantaciones de
Agave tequilana Weber con sintomatologia de marchitez (severidad 3-4) y
pudricion seca del cogollo con severidad de 3-5 en 13 municipios de los Altos,

Jalisco.

Por su parte, Ramirez-Ramirez et al. (2017) estudiaron la frecuencia,
sintomatologia y los patrones de distribucién de la marchitez del A. tequilana,

aseverando que el dafo en raices llega al 56% en condiciones de invernadero.

Diversos estudios han determinado que hongos del género Fusarium son el
agente causal de la marchitez del agave (Gémez-Ortiz et al., 2011; Avila-Miranda

et al., 2012; Trinidad-Cruz et al., 2017). Combatir estas enfermedades requiere
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de métodos de control quimico o biolégico. Si bien, los métodos quimicos resultan
ser mas eficientes para el control de enfermedades, genera consecuencias en el
ambiente y la salud humana (Hernandez-Antonio y Hansen, 2011; Guzman-

Plazola et al., 2016).

Por otro lado, para el manejo de plagas y enfermedades existe la alternativa del
control biolégico, que causa efectos menos dafinos al agroecosistema,
comparado al uso de agroquimicos, lo que asegura la sustentabilidad de los

recursos haturales (Lucio, 2022).

El control biolégico de Fusarium sp. se ha logrado mediante la aplicacion de
microrganismos benéficos como los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y
Trichoderma sp. (Garcia-Martinez et al., 2020; Sanchez et al., 2015;
Ghazalibiglar et al., 2016). Grupos de plantas de A. cupreata inoculadas con
hongo micorrizico mostraron menor severidad de la marchitez causada por F.
oxysporum y tuvieron crecimiento mayor que plantas no inoculadas (Trinidad-

Cruz et al., 2017).

Una manera preliminar de determinar la capacidad antag6nica de cepas de
Trichoderma a patogenos es mediante confrontamientos duales en condiciones
in vitro, donde es posible observar el método de parasitismo que desempefian
(Kubicek and Harman, 2002). Durante el proceso de micoparasitismo participan
enzimas quitinasas, glucanasas y proteasas (Michel-Aceves et al., 2005).

Trichoderma degrada la pared celular de hongos patdgenos y parasita las células
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(Romero-Cortes et al., 2015). Los metabolitos secundarios que producen,
dependen del tipo de cepa y pueden ser antibiéticos volatiles, solubles en agua

u oligopéptidos (Khan et al., 2020).

Savin-Molina et al. (2021) reportaron a T. koningii como antagonista in vitro para
varios hongos fitopatdgenos como Fusarium oxysporum, F. solani, Rizhotocnia
solani, Alternaria alternata y Colletotrichum gloesporioides. Por su parte, Oliva-
Ortiz et al. (2017) confirmaron el efecto antagénico de cepas de Trichoderma a

F. oxysporum en condiciones in vitro.

Esta reportado que adicionar Trichoderma como tratamiento preventivo en
plantulas de agave, mantiene bajas las poblaciones de Fusarium sp. (Tlapal et
al., 2014). Con base en esto, el objetivo de la presente investigacion fue identificar
el potencial de Trichoderma nativa para el biocontrol in vitro del hongo que causa

la marchitez (F. solani) del A. potatorum.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Aislamiento del patégeno. F. solani fue aislado a partir de la raiz de A.
potatorum con sintomas de marchitez. La sintomatologia observada fue hojas
necrosadas en la base del tallo, hojas con coloracion rojiza en la parte media del
tallo y necrosis en raices. La planta estaba establecida en campo en el municipio
de San Baltazar Chichicapam en los Valles Centrales del Estado de Oaxaca,

México. Con ubicacion geografica en 96° 49’ 88” LO y 16° 74’ 94” LN a 1523 m
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de altitud. El hongo fue aislado y purificado en medio de cultivo agar papa
dextrosa (PDA) y se identificé en la base de datos del NCBI con numero de

acceso KU939012.1.

5.2.2 Seleccidn de las cepas antagonistas. Las cepas de Trichoderma spp.
fueron aisladas de suelo y tejido de plantas de agave tobala. Las de suelo fueron
obtenidas por siembra en diluciones y para las de tejido se sembraron raices de
0.5 cm de longitud y segmentos de tallo de 0.5 cm?. Dos cepas se obtuvieron de
suelo (Trichoderma sp. y T. lentiforme), una de raiz (T. asperellum) y una del tallo
(T. yunnanense). Las cuatro cepas fueron purificadas y caracterizadas en medio

de cultivo PDA.

5.2.3 Velocidad de invasién y produccion de pectinasa por F. solani. Discos
de 5 mm de diametro con crecimiento micelial de F. solani, siete dias en PDA,
fueron inoculados en medio de cultivo basal con pectina. Se utilizé la metodologia
reportada por Hankin et al. (1971) con modificaciones. EI medio de cultivo
contenia 2 g de (NH4)2SOa4, 4 g de KH2PO4, 6g de Na:HPO4, 0.1 mg de
FeS04+7H20, 1 mg de CaClz, 10 ug de H3BOs3, 70 pg de MnSO4, 50 ug de CuSOa4
y 10 pg de Na2MoOs, 2 g de extracto de levadura, 10 g de pectinay 30 g de agar

para lL.

Cada 24 h se midio el crecimiento micelial radial para calcular la velocidad de
invasion (Vi, mm d-1). Al mismo tiempo se midio el halo de degradacién por accién

de la pectinasa (Hd, mm), revelado con lugol al 10%, para lo que se utilizo vernier

68



digital. Se establecieron cinco repeticiones, donde la unidad experimental era un

disco de 5 mm y se obtuvo el promedio.

5.2.4 Produccidén de exoglucanasa por cepas de Trichoderma spp. Se realizo
la determinacién de actividad exoglucanasa (Ag, UM glucosa mL™* dt) producida
por las cuatro cepas de Trichoderma. Para obtener el sustrato enzimatico se
utilizé el método de Ng et al. (1977) con 0.5% de carboximetilcelulosa. El medio
de cultivo fue colocado en tubos de ensaye con rosca (16x150) y se inoculé con
100 pL de suspension de esporas a 1x10% cel mL?t. La incubacion fue a

temperatura ambiente durante 8 d en agitacion constante a 140 rpm.

Al término del tiempo de incubacion, los tubos se centrifugaron a 6000 g por 30
min y se tomaron 2 mL del extracto para determinar azucares por Nelson (1944)
y Somoyi (1952). La curva patron se realizé con concentraciones de glucosay se
midi6 a 540 nm en espectrofotometro UV. La actividad exoglucanasa se
cuantifico en uM de glucosa por mililitro de reaccién por dia de incubacion. Se
hizo un analisis de varianza de los datos y prueba de medias por Tukey (a=0.05)

con el paquete estadistico SAS for Windows version 9.4.

5.2.5 Enfrentamientos duales in vitro de cepas de Trichoderma spp. contra
F. solani. Las cuatro cepas de Trichoderma spp. se enfrentaron contra el
patogeno F. solani. Para ello fue necesario sembrar discos de 5 mm de diametro
con crecimiento micelial en extremos opuestos en cajas de Petri (120x60 mm)

con 12 mL de medio de cultivo PDA. Las cajas fueron incubadas en oscuridad a
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temperatura ambiente (26 + 2 °C) y se midio el crecimiento micelial radial del

patogeno (Cm, mm).

Se calculd el porcentaje de inhibicion micelial (Im, %) con la ecuacion:

CML-CMI

%IM = * 100, donde: CML: crecimiento micelial libre y CMI: crecimiento

micelial influenciado por el antagonista. El andlisis de los datos se hizo con
analisis de varianza y comparaciéon de medias por Tukey (a=0.05) con SAS for

Windows versiéon 9.4.

5.2.6 Actividad micoparasitica de Trichoderma spp. a F. solani. Se realizaron
microcultivos en discos de PDA con 8 mm de diametro sobre portaobjetos; en
ellos se colocaron micelio del patégeno y del antagonista en extremos opuestos
para observar el tipo de micoparasitismo ejercido por Trichoderma al patégeno.
La incubacién fue en oscuridad y se observo el comportamiento de las hifas
después de siete dias. La interaccion se documenté con micrografias al 100x con

el software Amscope.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Velocidad de invasion y produccion de pectinasa por F. solani. La

variable Vi de F. solani en medio de cultivo con pectina fue de 2.46 mm d?y

produjo 1.2 mm de Hd alas 72 h.
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5.3.2 Produccion de exoglucanasa por cepas de Trichoderma spp. Las
cuatro cepas de Trichoderma presentaron Ag (Cuadro 5.1). T. lentiforme presento

el valor mas bajo y fue significativamente distinta a las demas.

Cuadro 5.1. Cantidad de exoglucanasa producida por Trichoderma spp.

Cepa de Trichoderma UM glucosa mL™* d*
T. asperellum 0.131 £ 0.005 af
T. yunnanense 0.116 £ 0.007 a
Trichoderma sp. 0.113+0.012 a
T. lentiforme 0.080+0.013 b
C.v. 2.996 +

TLetras por columna son significativamente distintas (Tukey a=0.05).

5.3.3 Enfrentamientos duales in vitro de cepas de Trichoderma sp. contra F.
solani. Los enfrentamientos in vitro mostraron la capacidad del antagonista para
inhibir al patdgeno (Figura 5.1). T. asperellum presento el valor mas alto de Im
(20 %) y Trichoderma sp. el mas bajo (7 %). A mayor tiempo en interaccion con
el antagonista, mas se veia limitado el crecimiento de F. solani (Figura 5.2). La
variable Cm del patégeno fue significativa a las 48 y 72 h. La presencia de T.
asperellum redujo de manera significativa el Cm de F. solani en comparacién con

el crecimiento libre del patégeno.
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Figura 5.1. Enfrentamientos duales de Trichoderma spp. y F. solani. A. T. asperellum vs
F. solani. B. T. yunnanense vs F. solani. C. Trichoderma sp. vs F. solani. D. T. lentiforme
vs F. solani. E. F. solani.
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Figura 5.2. Crecimiento micelial radial del patégeno solo y en presencia del antagonista.
Cm= crecimiento micelial, Cml= crecimiento micelial libre, CmixTa= crecimiento micelial
influenciado por T. asperellum, CmixTy= crecimiento micelial influenciado por T.
yunnanense, CmixTs= crecimiento micelial influenciado por Trichoderma sp., CmixTI=
crecimiento micelial influenciado por T. lentiforme.

5.3.4 Actividad micoparasitica de Trichoderma spp. a F. solani. Se
observaron diferentes tipos de micoparasitismo ejercidos por las cepas de
Trichoderma (Figura 5.3). T. asperellum, T. yunnanense y T. lentiforme ejercieron
enrollamiento a las hifas de F. solani. Ademas, T. asperellum y T. yunnanense
mostraron lisis en la pared celular del patégeno y granulacion del citoplasma. T.

lentiforme y Trichoderma sp. penetraron las hifas de F. solani.

73



Figura 5.3. Micoparasitismo de Trichoderma spp. a F. solani causante de la marchitez
de A. potatorum. A. enrollamiento de hifas por T. asperellum. B. Lisis y granulacion del
citoplasma de F. solani por T. yunnanense. C. Penetraciéon de hifa del patégeno por
Trichoderma sp. y D. micoparasitismo por penetracion de T. lentiforme a F. solani.

5.4 DISCUSION

La Vi del patdgeno en medios de cultivo con pectina como fuente de carbono, se
relaciona con la capacidad para producir enzimas pectinasa. A mayor actividad
enzimatica mayor patogenicidad (Wang et al., 2023). Sin embargo, en esta
investigacion la Vi fue mayor en el testigo que en presencia de pectina, pero eso

no afectd la produccién de pectinasa a partir de las 24 h.
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La cepa de T. asperellum fue la que tuvo mayor Ag e Im, variables relacionadas
con el tipo de micoparasitismo que ejerce ante F. solani. Resultados similares
fueron reportados por Mulatu et al. (2022) quienes mencionan a T. asperellum y
T. longibrachiatum como antagonistas in vitro de F. xylaroides. Y en otros
estudios se encontré6 a T. atroviride que inhibe a F. graminearum y a T.
asperellum controlando a F. equiseti (Cabrera et al., 2020; Adnani et al., 2024).
Por otro lado, T. lentiforme tuvo la capacidad de micoparasitar por completo el
citoplasma del patégeno, pero produjo la menor cantidad de Ag, esto demuestra

gue esta especie sintetiza otro tipo de metabolito que favorece la penetracion.

La capacidad de las especies de Trichoderma para celulasa depende de las
condiciones fisicoquimicas y nutrimentales del cultivo (Kalsoom et al., 2019).
Ademas, esta enzima puede actuar como agente antimicrobiano (Jatav et al.,

2018).

Aungue en esta investigacion el Im de Trichoderma spp. a F. solani fue bajo, no
se afect6 la capacidad micoparasitica del antagonista y demostré que las cepas
asociadas a la rizosfera y tejido de A. potatorum tienen diferentes mecanismos
de parasitismo. Estos mecanismos son regulados por el tipo de metabolitos
secundarios que sintetice la especie de Trichoderma (Khan et al., 2020). Tal fue
el caso de T. lixii, T. simmonsii y T. viridescens especies productoras de
metabolitos volatiles que inhiben el crecimiento de patdgenos lignivoros

(Chauiyakh et al., 2024). Mientras que F. oxysporum fue controlado por los
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metabolitos y enzimas de T. asperellum, T. harzianum, T. asperolloides T. reesei

y T. espirale (Tendrio et al., 2022; Gonzalez et al., 2023).

El porcentaje de inhibicién in vitro de estas especies varia dependiendo del
aislamiento y del patogeno. T. harzianum inhibié desde el 40 hasta 63% y T.
asperellum ha reportado desde 56 a 70% de inhibicidon para hongos del género
Fusarium, Rhizotocnia solani, Alternaria alternata y Colletotrichum

gloeosporioides (Savin-Molina et al., 2021).

Los aislamientos nativos de Trichoderma presentan mas capacidad como
biocontroladores de patdégenos de raiz e influyen en el desarrollo de las plantas

(Gamboa-Villa et al., 2020).

5.5 CONCLUSION

Se identificd el potencial de cuatro cepas nativas de Trichoderma para el
biocontrol in vitro de F. solani, hongo que ocasiona la marchitez del A. potatorum.
La cepa T. asperellum inhibié en 20% el crecimiento in vitro del patégeno y junto
con T. yunnanense provocan la granulacién del citoplasma de F. solani.
Trichoderma sp. y T. lentiforme mostraron el tipo de parasitismo mas agresivo al

depredar por completo las hifas del patégeno a 7 d del enfrentamiento in vitro.

Agradecimientos al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES

Se identificé a F. fujikoroi, F. solani y F. falciforme como los hongos que causan
la marchitez de A. potatorum de manera independiente. Estos hongos colonizan
tejido de raices y tallos, pero no fue posible encontrarlos en hojas. La marchitez
de A. potatorum inician a los 15 dias de la infeccién y su avance es lento; solo se

registro diferencias significativas en DT.

Los hongos del género Trichoderma que estan asociados al A. potatorum son T.
asperellum y T. yunnanense para tejido vegetal y T. lentiforme en la rizosfera de
esta planta. La especie T. asperellum presenta mas actividad exoglucanasas y

Unicamente T. asperellum y T. yunnanense producen quitinasa.

Las cuatro especies nativas son potenciales para el biocontrol in vitro de F. solani.
T. asperellum tiene capacidad para inhibir el 20% del crecimiento in vitro del
patdgeno. Mientras que, Trichoderma sp. y T. lentiforme son mas agresivo al

parasitar por completo las hifas de F. solani.



Se reportd por primera vez, para México, la presencia de T. lentiforme en suelo y

F. falciforme en raices de agave.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Realizar estudios de compatibilidad vegetativa entre las especies que se
encontraron como agentes causales de la marchitez del A. potatorum. Ademas,
se recomienda completar la secuenciacion de los aislamientos de Fusarium para

poder hacer analisis de la filogenia.

Hacer el andlisis de homologia entre T. asperellum y T. yunnanense encontrados

en esta investigacion para poder predecir la distancia génica entre especies.

Identificar los metabolitos que producen las cuatro especies de Trichoderma.

Continuar a las pruebas in vivo del biocontrol de Trichoderma nativa a patdégenos

de la marchitez del A. potatorum.

Ampliar la zona de muestreo a otras comunidades magueyeras para identificar la

diversidad de patdgenos y antagonistas.
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CAPITULO IX

ANEXOS

9.1 Anexo 1. Cuadros

Cuadro 9.1. Frecuencia observada de la diversidad de aislamientos fungicos obtenidos

a partir de tejidos de A. potatorum.

Tejido de la planta

Crecimiento de colonias flngicas

Ausencia Presencia Total
Raiz 31(0.10) 29 (0.10) 60
Pifia 87 (0.29) 33(0.11) 120
Hoja 102 (0.34) 18(0.06) 120
Total 220 (0.73) 80 (0.27)

Valor calculado y?=22.78" (a=0.05).

Cuadro 9.2. Frecuencia de aislamientos con morfologia similar a Fusarium en tejido de
raiz, pifia y hoja de plantas de A. potatorum con marchitez.

Morfotipo Fusarium

Tejido . .
Ausencia Presencia Total
Raiz 11 (0.14) 18 (0.22) 29 (0.36)
Pifia 25 (0.31) 8 (0.10) 33 (0.41)
Hoja 18 (0.23) 0 (0.00) 18 (0.23)
Total 54 (0.68) 26 (0.32)

Valor calculado 4?=21.25" (a=0.05).



Cuadro 9.3. Relacion del color y forma del micelio de aislamientos de Fusarium spp. a
los 15 dias después de la siembra.

Forma
Color Algodonoso  Algodonoso  Algodonoso Elevado al Ligeramente  Plano Plano Total
elevado al no elevado borde elevado elevado al
centro borde

Blanco 0 0 1 (0.04) 1 (0.04) 6 (0.23) 2(0.07) 3(0.11) 13(0.49)
Blanco -
amarillo 0 0 0 0 1 (0.04) 0 1(0.04) 2(0.07)
B'er‘i‘;o ; 0 0 1(0.04)  1(0.04) 0 0 1(0.04) 3(0.12)
Blanco - 0 1(0.04) 0 0 0 0 0 1(0.04)

rosa

Gris 1 (0.04) 0 0 2 (0.07) 2 (0.07) 0 2(0.07) 7(0.25)

Total 1 (0.04) 1 (0.04) 2 (0.07) 4 (0.16) 9 (0.35) 2(0.08) 7(0.27)

Valor calculado x2:38.31* (a=0.05).
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Cuadro 9.4. Indicadores de la marchitez de A. potatorum, evaluadas 126 dias después

de la infeccién.

¥ ¥

Tratamiento (HoLEl_rLeS'l) NI(LI;/I ”Ei/co:; I\(I(;S
1. SBCFs1 1.19+0.102 3.25+0.48° 75+0.252 43.33+1.14%
2. SBCFs2 135+0.322 3.75+0.63° 50 +0.29 2 37.50 +£ 2.992
3. SBCFs3 1.31 + 0.15 @ 4.00+041° 100 + 0.00 @ 30.00 + 0.532
4. SBCFs4 113+ 0062 3.25+0.85° 75+ 0.25°2 25.00 + 0.722
5. SBCFs5 127 +0082 4.25+0.48° 100 + 0.00 @ 32.50+1.572
6. SBCFs6 131+0152 2.75+0.48° 50+ 0.29 2 28.33+1.382
7. SBCFs7 113+ 0.06 2 3.50+0.29° 50 + 0.29 2 40.00 + 1.962
8. SBCFs8 1.07+0152 3.50+0.29° 50 +0.29 2 28.33+1.102
9. SBCFs9 1.25 + 0.06 2 4.50 £0.50° 75+ 0.252 30.00 +£ 0.802
10. SBCFs10 083+0.122 4.00+0.41° 100 + 0.00 2 50.00 + 0.922
11. SBCFs11 1.25+0.20 2 3.75+0.25° 50 +0.29 2 21.67 £0.372
12. SBCFs12 1.07 +0.07 2 3.50 £0.29¢° 75+0.252 16.67 + 1.392
13. SBCFs13 119+0.10 2 4.00 £0.00° 100 + 0.00 2 31.67 + 1.642
14. SBCFs14 1.03+0.08 2 4.00+041° 50 +0.29 2 21.67 £0.942
15. SBCFs15 119+0102 3.75+0.857 75+ 0.252 15.00 + 1.442
16. SBCFs16 119+0.14 2 3.50+0.29° 75+ 0.252 20.00 £ 0.322
17. SBCFs17 119 + 0.00 2 4.00 £0.00 75+ 0.252 40.00 + 1.392
18. SBCFs18 127 +0082 3.75+0.48° 100 + 0.00 2 32,50+ 1.572
19. SBCFs26 131+0152 4.25+0.63° 50 +0.29 2 13.33+0.782
20. SBCFs31 113+0.202 4.00+0.41° 25+0.252 31.67 +1.602
21. SBCFs45 1.07 +0072 3.50+0.50° 75+0.252 40.00 + 0.932
22. SBCFs46 113 +0.15 2 3.50+0.64° 50 +0.29 2 11.67 +1.112
23. SBCFs47 1.25+0.11 2 4.50 £0.50° 100 + 0.00 2 24.00 + 1.042
24. SBCFs48 107 +0072 4.00+0.00° 75+ 0.25°2 38.33+0.602
25. SBCFs49 127+0212 5.25+0.48° 100 + 0.00 2 17.50 + 0.292
26. SBCFs50 113+0.11 2 3.50+0.29° 75+0.252 31.67 +1.182
27.T.h.+B.s. 125+0.18°2 4.25+0.25° 100 + 0.00 2 8.33+0.29°
28. Testigo 1.25+0.15 2 4.00+0.41° 75+0.252 40.00 + 2.292

C.V. 22.14 9.83 14.63 40.14

TLetras diferentes por columna son significativamente distintas (Duncan<0.05). *Datos transformados con vx + 1. C.V.=
coeficiente de variacién. TEH= tasa de emergencia de hojas, NHM= ndmero de hojas marchitas, INC= incidencia, NR=
porcentaje de necrosis en raiz, SBCFs= aislamiento de Fusarium proveniente de agave de San Baltazar Chichicapam.
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Cuadro 9.5. Variables morfométricas de plantas de A. potatorum infectadas con
Fusarium spp. a los 126 d.

Tratamiento DT* (cm) LR* (cm)
1. SBCFsl 1.88 + 0.04 bed 18.00 + 0.272
2. SBCFs2 1.97 + 0.24 b 8.13+1.032
3. SBCFs3 2.11 + 0.06 b 16.93 +0.372
4. SBCFs4 1.93 + 0.14 b 23.76 £ 0.412
5. SBCFs5 2.85+0.732 9.70 £ 1.20?
6. SBCFs6 2.31+0.30% 17.10+0.202
7. SBCFs7 1.70 £ 0.27< 18.83 +0.232
8. SBCFs8 1.96 + 0.13 b 17.00 £ 0.342
9. SBCFs9 2.05+0.13Pcd 14.83+0.162
10. SBCFs10 1.58+£0.19¢ 15.00 + 0.262
11. SBCFsl11 1.89 + (.13 16.90+0.112
12. SBCFs12 1.72+0.18< 17.53+0.162
13. SBCFs13 1.88 + 0.09 bd 17.23+0.242
14. SBCFsl14 1.88 + 0.1 b 11.67 +0.822
15. SBCFs15 1.94 + 1.16"° 18.33+0.322
16. SBCFs16 1.81 +0.10" 16.17 + 0.052
17. SBCFs17 1.73 + 0.06 P 19.43 +0.282
18. SBCFs18 1.72 £0.03 15.50 + 0.062
19. SBCFs26 1.92 + 0.14 b 17.33+0.102
20. SBCFs31 1.88 + 0.12bcd 19.33+0.102
21. SBCFs45 1.89 + 0.06 P 14.90 + 0.042
22. SBCFs46 1.64 +£0.15< 15.00 + 0.122
23. SBCFs47 2.19+0.03 bc 21.51+0.50%
24. SBCFs48 1.82 + 0.03 b 19.47 +0.302
25. SBCFs49 1.65 +0.00 12.50 + 0.072
26. SBCFs50 1.78 £ 0.12bcd 21.53+0.432
27.T.h.+B.s. 1.72 +0.03¢ 13.67 £ 0.042
28. Testigo 1.93 + 0.33 P 15.67 £ 0.182

C.V. 6.64 14.29

fLetras diferentes por columna son significativamente distintas (Duncan<0.05). *Datos transformados con+vx + 1. C.V.=
coeficiente de variacion. DT= didmetro de roseta, LR= longitud de raiz, SBCFs= aislamiento de Fusarium proveniente
de agave de San Baltazar Chichicapam.
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Cuadro 9.6. Biomasa seca de plantas de A. potatorum infectadas con Fusarium spp.

Tratamiento BSA (9) BSR (g) BST
1. SBCFsl1 1.81 +0.143t 0.27 £ 0.05% 2.08+0.172
2. SBCFs2 2.02+0.30° 0.19+0.05% 2.22+0.34%
3. SBCFs3 2.15+0.30° 0.23+0.08% 2.38 £ 0.38°
4. SBCFs4 1.45+0.20¢ 0.22 £ 0.03% 1.67+0.24%
5. SBCFs5 1.86+0.31% 0.27 £ 0.07° 2.13+0.38%
6. SBCFs6 1.35+0.28% 0.13+0.05% 1.48 £0.33%
7. SBCFs7 1.83+0.50° 0.23+0.08% 2.06 £ 0.58%
8. SBCFs8 1.43 +0.13° 0.17 +£0.02° 1.60+0.11°
9. SBCFs9 1.61+0.25¢ 0.17 £0.05% 1.78+0.30¢
10. SBCFs10 1.29+0.21% 0.19 £ 0.04° 1.48 +0.22¢
11. SBCFsl11 1.27+0.14% 0.16 £ 0.01° 1.43+0.13%
12. SBCFs12 1.48 £0.33% 0.24 +0.07° 1.72+£0.39°
13. SBCFs13 1.48+£0.27° 0.13+0.01° 1.61+0.27°
14. SBCFs14 1.73+0.12° 0.29+0.11° 2.02+0.21°
15. SBCFs15 1.41+0.27% 0.18 £ 0.06° 1.59+0.32¢
16. SBCFs16 1.34+0.24% 0.19 £ 0.05% 152 +0.282
17. SBCFs17 1.23+0.20¢ 0.20 £ 0.04° 1.43 +0.23%
18. SBCFs18 1.41+£0.24° 0.20 £ 0.07° 1.60+0.30°
19. SBCFs26 1.50+0.18% 0.20+0.01° 1.69+0.19°
20. SBCFs31 1.61+£0.07° 0.22 +0.05% 1.83+0.07°
21. SBCFs45 1.56 +0.13% 0.17 £0.03% 1.73+0.16%
22. SBCFs46 1.15+0.12% 0.13+£0.04° 1.28+0.09%
23. SBCFs47 1.96+0.17% 0.20 £ 0.05% 2.16 £ 0.22°
24. SBCFs48 1.77+£0.12° 0.21 +0.04° 1.98 £0.09°
25. SBCFs49 1.25+0.24° 0.16 + 0.03% 1.42+0.27°
26. SBCFs50 1.55+0.22° 0.21 +0.03% 1.76 £0.26°
27.T.h.+B.s. 154 +0.13% 0.19+0.01° 1.73+0.14%
28. Testigo 1.75+0.44¢% 0.21+0.01° 1.96 +0.44%

C.v. 27.05 44.76 27.62

fLetras diferentes por columna son significativamente distintas (Duncan<0.05). C.V.= coeficiente de variacion. BSA=
biomasa seca del area foliar, BSR= biomasa seca radicular, BST= biomasa seca total, SBCFs= aislamiento de

Fusarium proveniente de agave de San Baltazar Chichicapam.
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Cuadro 9.7. Correlacién de variables evaluadas en las pruebas de patogenicidad de
aislamientos de Fusarium spp. en A. potatorum.
TEH NHM INC NR DT LRZ BSA BSR BT

ns * ns ns ns

TEH 100™ 022 -016"™ 0.01 027 -0.09" 0.05 0.14 0.00

ns * *k

NHM 022" 100™ o085 015" 017" -010" 0.3 025  0.30

*x ns ns ns ns ns i

INC 016" 0.85 1.00 0.18 0.01™ -009™ 0.04 0.13 0.29

N R ns ns ns ns ns ns ns ns ns

0.01 0.15 0.18 1.00 0.06 0.07 0.17 0.16 0.10

ns *x ns

DT 027 017" 001" 006" 100™ -001™ 021 0.46 0.16

ns ns b

LRZ 009" -0.10" -009" 007" -001" 1.00 038  -042 -001"™

BSA 005™ 003" 004™ 017™ 021" 038 100" -031 -024

* ns ns ** ns **

BSR 014™ 025 013" 0.6 0.46  -0.42 -031  1.00 0.44

*k *k ns ns *k ns

BT 000" 0.30 029  0.10 016" -001™ -024 044 1.00

"= correlacién no significativa, = significativa, "= altamente significativa, TEH= tasa de emergencia de hojas, NHM=
namero de hojas marchitas, INC=incidencia, NR= necrosis en raiz, DT= diametro del tallo, LRZ= longitud de raiz, BSA=
biomasa seca aérea, BSR= biomasa seca radicular, BT= biomasa total.
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Cuadro 9.8. Halo de degradacion de la actividad pectinasa de Fusarium spp. aislados de

agave tobala.

Aislamiento 24h (mm) 48h (mm) 72h (mm)
1. SBCFsl1 1.64 +£0.17 "N 448 +£0.21° 7.18 + 0.42 bedef
2. SBCFs2 2.50+0.28 @ 6.72+0.262 7.74 + 0.28 bedef
3. SBCFs3 2.50 £ 0.072 5.02 + 0.35 cdef 6.68 + 0.39 cdefo
4. SBCFs4 2.00 + 0.1 bedefo 5.80 + 0.14 bede 6.44 + 0.27 %'
5. SBCFs5 1.96 + 0.Q7 Pedefah 5.04 + 0.15 cdef 6.22 + 0.39°
6. SBCFs6 1.64 + 0.09 fon 4.24+0.31° 7.34 + 0.45 bedefy
7. SBCFs7 1.80 + 0.1Q cdefoni 4.64 +0.19°¢ 6.48 + 0.56 %'
8. SBCFs8 1.78 + 0.09 defoni 5.16 + 0.16 cdf 7.82 + .27 bodef
9. SBCFs9 2.28 + 0.14 bedef 5.42 + 0.26 cdef 8.14 + 0.33bcd
10. SBCFs10 1.68 +0.17 "N 428+0.40° 7.38 + (.32 bedef
11. SBCFsl11 1.88 + 0.06 Pedefohi 4.70 £ 0.15 %" 7.94 + 0.60 bede
12. SBCFs12 2.46 + 0.103>¢ 6.10 + 0.26"° 7.94 + 0.46 bede
13. SBCFs13 1.68 + 0.07 fon 6.08 + 0.04 ¢ 8.74 +0.36°
14. SBCFs14 1.60 + 0.08 9" 454+0.21° 7.52 + (.32 bedefy
15. SBCFs15 1.68 £ 0.16 "N 6.72 £0.212 7.82 + 0.14 bodef
16. SBCFs16 1.82 + (.12 cdefohi 5.40 £ 0.14 cdef 6.56 + 0.30 cdefo
17. SBCFs17 1.32+£0.14 "N 5.32 + 0.17 cdef 6.06 £ 0.23
18. SBCFs18 3.12+0.07° 7.56 £0.45° 7.24 + 0.4 bedet
19. SBCFs26 1.80 + 0.14 cdefoni 5.84 + 0.09 bede 7.96 + 0.31 bede
20. SBCFs31 1.26 £ 0.07' 6.90 £ 0.12 8.12 + 0.25bcd
21. SBCFs45 1.44 +0.07 9 5.86 + 0.17 b 6.86 + 0.29 cdefo
22. SBCFs46 2.42 +0.16"° 6.14 +0.14"° 8.34+0.20 ¢
23. SBCFs47 2.38 + 0.16 bede 5.88 + 0.20 b 7.34 + 0.16 bedefy
24. SBCFs48 1.40 + 0.08 9" 4.96 + 0.20 o' 5.88 £0.269
25. SBCFs49 1.72 + 0.14efn 6.66 + 0.14 2 7.20 + 0.36 bedefo
26. SBCFs50 2.02 + 0.10 bedefg 5.26 + 0.27 cdef 10.96 £ 0.17 @
C.V. 14.78 9.08 10.35

TLetras diferentes por columna son significativamente distintas (Tukey<0.05). C.V.= coeficiente de variacion. SBCFs=
aislamiento de Fusarium proveniente de agave de San Baltazar Chichicapam.
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Cuadro 9.9. Identificacion taxondmica de aislamientos de Fusarium spp.

Aislamiento Especie
1 F. oxysporum
2 F. subglutinans
3 F. oxysporum
4 F. oxysporum
5 F. oxysporum
6 F. oxysporum
7 F. oxysporum
8 F. oxysporum
9 F. oxysporum
10 F. solani
11 F. oxysporum
12 F. oxysporum
13 F. polyphialidicum
14 F. verticilloides
15 F. oxysporum
16 F. oxysporum
17 F. oxysporum
18 F. oxysporum
26 F. oxysporum
31 F. oxysporum
45 F. solani
46 F. oxysporum
47 F. oxysporum
48 F. solani
49 F. solani
50 F. solani

SBCFs= aislamiento de Fusarium de San Baltazar Chichicapam.
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