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Efecto de la Deshidratacion Agricola de Hijuelos Calibre Toronja de
Agave tequilana var. Azul W. en la Dindmica de Carga de Inoculo
Interna y Externa de Fusarium spp. y Trichoderma spp.

Angel Agustin Campos Cruces
UAAAN, 2024

RESUMEN

Esta investigacién demostr6 el efecto de la deshidratacion agricola sobre la carga de
inoculo interno (CII) y externo (CIE) de Fusarium spp. y Trichoderma spp. en hijuelos
calibre Toronja de Agave tequilana W. var. Azul. Se colectaron 160 hijuelos calibre
Toronja, clasificandolos segun la sanidad de la Planta Madre (PM) de la que se originaron,
en 8 plantaciones de entre 3-4 afios de edad. Las plantaciones se categorizaron por
Alta/Baja incidencia del Sindrome de Marchitez y Pudricion del Cogollo (SMAP) y por
rango de pH (pH<5/pH>5), en 3 municipios de la region de Valles de Jalisco en 2021. De
una muestra compuesta por 5 hijuelos de la misma sanidad de PM, se obtuvieron muestras
de CIE In situ, empleando el método CIFUSAG (Mendoza-Ramos et al.,2020). Los
hijuelos se sometieron a deshidratacion por solarizacién durante 14 dias, emulando la
practica agricola generalizada, previo a su establecimiento, sembrandolas en PDA vy
Komada (3 rep.). Posterior a los 14 dias, se tomo la muestra de CIE deshidratada de los 5
hijuelos restantes de la misma sanidad de PM. Para determinar la CII de los hijuelos post-
deshidratacion, se sembraron 200 ul del sobrenadante del macerado del tejido interno en
PDA (3 rep.).

A partir de 192 siembras de muestras de CIE se contabilizaron 16, 583 UFC de Fusarium
spp., de las cuales se realizaron 115 aislamientos, caracterizandolos culturalmente. Se
realizd la secuenciacion molecular utilizando el gen EF-1, de los aislamientos mas
prevalentes en las 32 muestras de CIE. Se identifico la presencia de varios complejos de
especies de Fusarium spp.: FSSC fue el complejo mas prevalente, representado por F.
falciforme y F. solani; FOSC representado por F. oxysporum; FFSC representado por F.
verticillioides y F.proliferatum; FIESC representado F. cf. Incanatum; coincidiendo con
lo reportado por Mendoza-Ramos (2020). Este es el primer reporte de las especies F.

triseptatum (FOSC) y F. bostrycoides (FFSC) asociadas a hijuelos de Agave tequilana W.
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var. Azul. En predios con Alta Incidencia de SMAP, se determind una asociacion entre la
CIE (UFC Fusarium spp.) de hijuelos de Agave tequilana y la sanidad de la PM, siendo
mayor en hijuelos de PM Enferma. En predios con baja incidencia de SMAP, se observé
una diferencia significativa en la carga de indculo de Fusarium spp. en la interaccion del
momento de toma de muestra y el pH del suelo, posiblemente por la extraccién de un
ambiente edéafico supresivo. Las muestras de PM enferma presentaron el mayor
incremento la carga de indculo de Fusarium spp. post-deshidratacion.

Se determind que la deshidratacidn agricola de hijuelos de Agave tequilana previo a su
establecimiento reduce la CllI; sin embargo, no elimina por completo a Fusarium spp. del
tejido interno, encontrandose el patégeno en 21 de los 160 hijuelos colectados. A partir de
480 siembras, se cuantificaron 42 UFC de Fusarium spp., resultando en 24 aislamientos
de Fusarium spp. presentes en tejido interno de hijuelos Agave tequilana sobrevivientes a
la deshidratacion, que fueron caracterizados e identificados por el gen EF-1. FFSC fue el
complejo mas prevalente, siendo F. verticillioides la especie méas prevalente, seguida de
F. lactis, F. nygamai, F. pseudocircinatum y F. proliferatum. EI complejo FOSC fue
representado por F. oxysporum. FSSC fue el complejo menos prevalente representado por
F. falciforme y F. bostrycoides. No se encontré relacion entre la presencia de Fusarium
spp. en tejido interno de los hijuelos y la sanidad de la planta madre. Este el primer reporte
de las especies F. nygamai (FFSC) F. pseudocicinatum (FFSC), F. faciforme (FSSC) y F.
bostrycoides (FSSC) asociadas a tejidos internos de hijuelos de Agave tequilana calibre
toronja y sobrevivientes a la deshidratacion de estos. Ademads, se obtuvieron dos
aislamientos de Trichoderma spp. en el tejido interno de hijuelos de Agave tequilana,
sometidos a deshidratacion agricola, originados de plantas madre sanas. Abriendo la
puerta a investigaciones futuras sobre el potencial de Trichoderma spp. endoéfito para el

manejo integrado del SMAP.

Palabras clave: Agave tequilana, Marchitez, Hijuelos, Deshidratacion, Carga de Inoculo,

Fusarium spp., Trichoderma spp.
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Effect of Agricultural Dehydration on Grapefruit-Sized Offsets of
Agave tequilana W. var. Azul on the Dynamics of Internal and External
Inoculum Load of Fusarium spp. and Trichoderma spp.

Angel Agustin Campos Cruces
UAAAN, 2024

ABSTRACT
This research demonstrated the effect of agricultural dehydration on the internal (11C) and
external (EIC) inoculum load of Fusarium spp. and Trichoderma spp. in grapefruit-sized
offsets of Agave tequilana W. var. Azul. A total of 160 grapefruit-sized offsets were
collected and classified according to the health of the Mother Plant (MP) from which they
originated, collected from 8 plantations of 3-4 years. The plantations were categorized by
High/Low incidence of the Wilt and Heart Rot Syndrome (WHRS) and by pH range
(pH<5/pH>5), in 3 municipalities of the Valles region of Jalisco in 2021. From a
composite sample of 5 offsets of the same MP health status, in situ EIC samples were
taken using the CIFUSAG method (Mendoza-Ramos et al., 2020). The offsets underwent
dehydration by solarization for 14 days, emulating the widespread agricultural practice
before establishment, and were planted in PDA and Komada (3 reps). After 14 days,
dehydrated EIC samples were taken from the remaining 5 offsets of the same MP health
status. To determine the I1C of the post-dehydration offsets, 200 ul of the supernatant from

the macerated internal tissue was plated on PDA (3 reps)

From 192 EIC samples, 16,583 CFU of Fusarium spp. were counted, from which 115
isolates were culturally characterized. Molecular sequencing was performed using the EF-
1 gene of the most prevalent isolates in the 32 EIC samples. The presence of several
Fusarium spp. complexes was identified: FSSC was the most prevalent complex,
represented by F. falciforme and F. solani; FOSC represented by F. oxysporum; FFSC
represented by F. verticillioides and F. proliferatum; FIESC represented by F. cf.
Incanatum; matching the findings reported by Mendoza-Ramos (2020). This is the first
report of the species F. triseptatum (FOSC) and F. bostrycoides (FFSC) associated with
offsets of Agave tequilana W. var. Azul. In fields with High WHRS Incidence, an

association was determined between the EIC (Fusarium spp. CFU) of Agave tequilana
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offsets and the health of the MP, being higher in offsets from Diseased MP. In fields with
low WHRS incidence, a significant difference was observed in the inoculum load of
Fusarium spp. in the interaction between sampling time and soil pH, possibly due to the
extraction from a suppressive edaphic environment. Samples from diseased MP showed
the highest increase in Fusarium spp. inoculum load post-dehydration.

It was determined that agricultural dehydration of Agave tequilana offsets prior to
establishment reduces the 11C; however, it does not completely eliminate Fusarium spp.
from the internal tissue, as the pathogen was found in 21 of the 160 collected offsets. From
480 plantings, 42 CFU of Fusarium spp. were quantified, resulting in 24 isolates of
Fusarium spp. present in the internal tissue of Agave tequilana offsets surviving
dehydration, which were characterized and identified by the EF-1 gene. FFSC was the
most prevalent complex, with F. verticillioides being the most prevalent species, followed
by F. lactis, F. nygamai, F. pseudocircinatum, and F. proliferatum. The FOSC complex
was represented by F. oxysporum. FSSC was the least prevalent complex, represented by
F. falciforme and F. bostrycoides. No relationship was found between the presence of
Fusarium spp. in the internal tissue of the offsets and the health of the mother plants. This
is the first report of the species F. nygamai (FFSC), F. pseudocircinatum (FFSC), F.
faciforme (FSSC), and F. bostrycoides (FSSC) associated with internal tissues of
grapefruit-sized Agave tequilana offsets surviving dehydration. Additionally, two isolates
of Trichoderma spp. were obtained from the internal tissue of Agave tequilana offsets
subjected to agricultural dehydration, originating from healthy mother plants, opening the
door to future research on the potential of endophytic Trichoderma spp. for integrated

WHRS management.

Key words: Agave tequilana, Wilt, Offsets, Dehydration, Inoculum load, Fusarium spp.,

Trichoderma spp.
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1.- INTRODUCCION
La industria tequilera ha adquirido importancia debido a la creciente demanda nacional e
internacional. ElI componente agricola es el mas importante y decisivo para el
abastecimiento sostenido y predecible de su materia prima, el agave tequilero (Agave
tequilana Weber var. Azul). Consecuentemente, el cultivo se ha establecido de forma

intensiva, con una tendencia a incrementar su superficie cultivada.

Debido a la longevidad del cultivo del agave (seis a ocho afos), se vuelve imperativa la
investigacion y la progresion del conocimiento con el fin de mejorar su desarrollo y
productividad. La tendencia de los mercados internacionales hacia un uso racional de
agroquimicos y/o su sustitucion por tecnologias amigables con el ambiente demanda la
generacion de conocimiento agronémico en pos de un manejo organico. La mayor
problematica son los problemas fitosanitarios del cultivo, dado que alrededor de un tercio
de las plantaciones presentan incidencia de pudricion del cogollo, pudricion del tallo,

marchitez, enrollamiento y decoloracion de la hoja, en algin grado (CRT, 2010).

El sindrome de marchitez y pudricion del cogollo (SMAP) representa la mayor amenaza
fitopatologica para la productividad del Agave tequilana var. Azul y, por consiguiente,
para la industria tequilera. El agente causal de esta enfermedad son organismos del género
Fusarium spp., que presentan una gran plasticidad ecoldgica, lo que les permite colonizar
diversos nichos ecoldgicos. La comprension de la dinamica poblacional de Fusarium spp.
y los factores que influyen en ella dentro del agroecosistema del Agave tequilana es
fundamental para desarrollar estrategias efectivas de manejo de la enfermedad,
promoviendo la sustentabilidad ecologica y manteniendo la competitividad de esta

importante industria agricola (Lépez-Bautista et al., 2020).

Los tratamientos convencionales con plaguicidas conllevan un deterioro de los recursos
hidricos y edafologicos, ademas de representar un riesgo para la salud humana. Por esta
razdn, es imperioso buscar soluciones agronomicas eco-responsables, factibles y
rentables. Una de las alternativas mas prometedoras, es el control biolégico o biocontrol,

consistiendo en el uso de microorganismos antagonistas (Trichoderma spp.) que



interactian con el patdégeno para reducir su efecto o su virulencia, eliminando por

completo el perjuicio ambiental (Russell y Wild, 1992).

En este contexto, se llevo a cabo la siguiente investigacion con el objetivo de contribuir a
la comprensidon de los factores que influyen en la dinamica poblacional de Fusarium spp.
y Trichoderma spp. en el agroecosistema de Agave tequilana, asi como su relacion con la
incidencia de SMAP. Los hallazgos de esta investigacion pueden ser Gtiles para desarrollar
estrategias de manejo integrado de enfermedades en sistemas de produccion de Agave

tequilana.



2.- HIPOTESIS

La deshidratacion agricola de hijuelos de Agave tequilana var. Azul ejerce un
efecto selectivo sobre el ensamble de poblaciones enddfitas de Fusarium spp. y
Trichoderma spp. Esta préctica cataliza el dinamismo poblacional de Fusarium
spp. y Trichoderma spp. en la pifiosfera de los hijuelos, modificando la carga de
indculo presente al momento del arranque, la cual es determinada por las
caracteristicas edafoldgicas y la incidencia del Sindrome de Marchitez y Pudricion

del Cogollo (SMAP) de la plantacion madre.

3.- OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar las especies de Fusarium spp. y Trichoderma spp. adaptadas a los
tejidos internos de hijuelos Calibre Toronja de Agave tequilana, sobrevivientes a

la deshidratacion, en plantaciones de la region Valles, Jalisco.

3.1.- OBJETIVOS SECUNDARIOS

Evaluar el efecto de la deshidratacion agricola en la carga de indculo externo de

Fusarium spp. en la pifiosfera de hijuelos de Agave tequilana Calibre Toronja.

Determinar las especies mas prevalentes de Fusarium spp. en muestras in situ y

deshidratadas de la pifiosfera de hijuelos de Agave tequilana Calibre Toronja.

Obtener especies de Trichoderma spp. adaptadas a la deshidratacion de tejidos
internos de hijuelos de Agave tequilana, como potenciales agentes de control

bioldgico.



4.- REVISION DE LITERATURA

4.1 Agave tequilana var. Azul W.: Planta y Cultivo

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Figura 4.1: Clasificacién taxonémica de Agave tequilana var. Azul.

4.1.1 Requerimientos agroecologicos de Agave tequilana var. Azul W.

Se distribuye en regiones subtropicales semiaridas y subhimedas, con temperaturas
medias entre 5°C y 22°C. Se encuentra 6ptimamente entre los 1,000 y 2,200 msnm, con
precipitaciones anuales de 700-1000 mm. Prefiere suelos de textura media, con un rango
de pH de 6.0 a 8.0, y presenta una plasticidad que le permite desarrollarse en terrenos con
pendientes pronunciadas (FAO, 1994; Ruiz et al., 1999).

4.1.2 Adaptaciones Morfo-fisioldgicas de Agave tequilana var. Azul W.

El éxito evolutivo y productivo del Agave tequilana se atribuye principalmente a sus
adaptaciones fisiologicas y morfoldgicas, como un sistema radicular fibroso y superficial,
hojas suculentas con cuticula gruesa y un metabolismo acido crasulaceo (CAM), que le
permite mantener elevados potenciales hidricos en sus tejidos en ambientes con escasa
humedad en el suelo. Los agaves pueden tolerar hasta un 90% de disminucion en su
contenido tisular de agua antes de mostrar afectaciones en su crecimiento. Sin embargo,
al someterse a un estrés hidrico, la produccién de biomasa radicular y foliar disminuye
(Pimienta-Barrios et al., 2006; Nobel et al., 2011; Ramirez-Tobias et al., 2014).



Agave tequilana var. Azul (Weber,1902)

—

Planta:
* Hermafrodita
* Monocarpica
* Monocotiledonea
e Suculenta
* Perenne

Quiote (Inflorescencia):
Panicula (5-6 m), densamente
- ramificada, con 20 -25
umbelas largas, difusas, de

flores verdes y estambres

rosados

Pencas (Hojas):
90-120 cm, lanceoladas,
~ acabadas en espina, margenes
dentados, distribuidas en

forma de roseta.

Cuello (Tallo):
Corto, de 30-50 cm.

Raices:
1.2-1.8 m de longitud

Figura 4.2: llustracion y Descripcion botanica de Agave tequilana Weber var. Azul.



4.1.3.- Importancia Agave tequilana var. Azul W.

El tequila ha cobrado una importancia econdémica y cultural debido al aumento de su
consumo tanto a nivel nacional como internacional. Segun el Consejo Regulador del
Tequila (CRT), la produccién total de tequila entre 2012 y 2022 fue de 3,708.5 millones
de litros. El afio mas productivo fue 2022, con 651.4 millones de litros, lo que duplicé la
produccion de 2018 (309.1 millones de litros) y triplico la produccién inicial del periodo
(253.2 millones de litros) (Figura 4.3). Se registr6 un incremento anual promedio del 8.6%
en las exportaciones, con 419 millones de litros exportados en el dltimo afio,
representando el 64.3% de la produccion total (CRT, 2023).

La produccion de tequila se sustenta en el agave tequilero (Agave tequilana Weber var.
Azul), Gnico insumo autorizado por la Norma Oficial Mexicana (NOM-006-SCFI-2005).
Se ha observado una tendencia creciente en la intensificacion y expansion del cultivo para
satisfacer la demanda; tan solo en 2018, requirié la cosecha 64,582.76 hectareas,
equivalentes a 206.6 millones de plantas, con el 57% de la produccion concentrada en la
region de Los Altos, Jalisco (SIAP, 2018).
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Figura 4.3: Consumo Anual de Agave tequilana (miles de toneladas) como materia prima
para la produccion de Tequila 'y Volumen de Produccion Anual de Tequila (millones de
litros). Fuente: Datos del CRT, 2024.



4.1.4.- Zona de Denominacion de Origen del Tequila (DOT)

El Agave tequilana tiene su posible centro de origen en el estado de Jalisco, con
poblaciones silvestres en los municipios de Tequila, Ahualulco, Tehuchitlan y Etzalan. La
variedad Azul de Agave tequilana Weber es la Unica aceptada por la normativa NOM-
006-SCFI1-2005 para la produccion de tequila. Se caracteriza por su baja diversidad
genética, mayor produccion de azlcares y ciclo de crecimiento mas corto (Virgen-Calleros
et al., 2004; Gil et al., 2005; Avifa-Padilla et al., 2008).

La produccion de este cultivo destinado a la industria tequilera estd confinada por la
misma norma a la Zona de Denominacién de Origen del Tequila (DOT), conformada por

181 municipios (Figura 4.4).
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del Tequila (DOT).



4.2.- Propagacion Agave tequilana var. Azul W.
4.2.1.- Propagacion Sexual

La propagacion sexual del género Agave se ha desestimado debido a su escasa produccion
de semillas (baja viabilidad), variabilidad genética (polinizacion cruzada) y al prolongado
ciclo de crecimiento prefloracion (seis a ocho afios). Ademas, la pérdida de azucares que
conlleva la floracién; han incentivado su supresion activa ("'desquiote™). Sin embargo, se
reconoce el valor disruptivo de la reproduccién sexual frente al efecto clonal

homogeneizante de la propagacion asexual (CP-LANREF, 2017).
4.2.2.- Propagacion Asexual

e Bulbillos: Hijuelos pequefios originados a partir del quiote (Figura 4.5A), poco
frecuentes y casi desconocidos, debido al "desquiote” (Valenzuela, 1997).

e Hijuelos: Originados a partir de rizomas (Figura 4.5B); son el 6rgano propagativo
mas utilizado debido a las ventajas que presenta, tales como la cantidad generada
por planta (15-20 hijuelos), la celeridad de crecimiento hasta estandares
comerciales (dos afios aprox.), homogeneidad genética, alta viabilidad y desarrollo
vigoroso. Sin embargo, desde un punto de vista fitosanitario, el movimiento de
estos propagulos intra e interregionalmente para el establecimiento de nuevas

plantaciones trae como consecuencia la diseminacion de inéculo de Fusarium

spp., presente en el suelo adherido al hijuelo o en sus tejidos internos.

Figura 4.5: Organos de propagacion asexual de Agave tequilana: (A) Bulbillos e (B)
Hijuelos.



4.2.3.- Arranque de hijuelos de Agave tequilana var. Azul W.

El manejo agronémico tradicional para la propagacion del agave se fundamenta en un

conocimiento empirico aplicado para optimizar la produccion de hijuelos. Este manejo

consiste en intensos laboreos del suelo para generar una estructura edafologica que

favorezca la captacion y almacenamiento de humedad, facilitando el crecimiento de

rizomas y brotacién de hijuelos, suspendiendo los laboreos una vez que estos hayan

emergido (Mendoza-Ramos, 2020).

Calendarizacion de Arranque: EIl proceso de arranque comercial se realiza
entre los meses de marzo y mayo debido a la limitada precipitacion pluvial
durante estos meses, lo que facilita las labores y reduce las mermas por
pudriciones microbioldgicas (Vicente y Del Real, 2007).

Requisitos plantaciones madre: En apego a la NOM-006-SCFI-2012, el
arrangue de hijuelos debe realizarse en plantaciones de Agave tequilana Var.
Azul, dentro de la DOT vy registradas ante el CRT.

Eleccion de las plantas madre: Preferentemente se seleccionaran plantas
madre sanas, sin dafio ni presencia de insectos nocivos, de tres a cinco afos,
en pleno desarrollo vegetativo y en condiciones de alimentar a los hijuelos que
emane (Vicente y Del Real, 2007).

Arranque y “Tostoneo” de hijuelos: EIl proceso de arranque comercial se
realiza con un "barreton”, una herramienta compuesta por un mango de madera
(<1.20 m), equipado con una hoja de metal concava afilada en uno de sus
extremos. Se corta el rizoma que une el hijuelo a la planta madre de un solo
golpe, mediante un corte limpio y transversal. Una vez arrancado, se realiza el
"tostoneo", eliminando las raices a nivel del cuello y cortando las hojas abiertas
desde la base, evitando dafar el tejido interno; se conservan las hojas del
cogollo y algunas adyacentes para su proteccién, recortando sus puntas. Toda
la herramienta utilizada en el arranque debe ser desinfectada con Cloro al 10%
después de arrancar 100 hijuelos y/o al cambiar de predio. Si la demanda de

hijuelos desciende, los productores "desbotan™ (deshijan) mecanicamente. La
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diferencia fundamental entre el "arranque” y el "desbote" radica en la finalidad

de los hijuelos, si estos se van a plantar o a destruir.

En el afio 2022, se establecieron un total de 123,441 hectareas (SIAP, 2024)
con una densidad de siembra promedio de 3,200 hijuelos/ha. Esto result6 en
un maximo histérico de aproximado de 395 millones de hijuelos arrancados y
replantados ese mismo afio, continuando la tendencia al alza observada en los
altimos afios, motivada por los precios elevados del insumo final (Figura 4.6).
Este hito destaca la importancia de realizar una investigacion exhaustiva de los

elementos implicados en esta préctica agricola.
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Figura 4.6: Superficie de Agave tequilana plantada por afio (miles de ha.) y estimacion

de hijuelos (millones de hijuelos) empleados a nivel nacional para su establecimiento;

considerando una densidad de siembra de 3,200 hijuelos/ha. Fuente de sup. plantada:
SIAP,2024.

Seleccion y Clasificaciéon de los hijuelos: Al emerger asincronicamente, el
tamafo de los hijuelos es variable y su calidad depende de las condiciones
ambientales, dafios fisicos-mecanicos, incidencia de insectos y/o
enfermedades, y las condiciones de manejo agronémico bajo las cuales hayan

crecido. La correcta seleccion de los hijuelos es determinante para la calidad y
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rendimiento de las nuevas plantaciones, por lo que debe ser realizada por un
técnico o agricultor capacitado. Los hijuelos deben ser seleccionandolos con
base en su vigorosidad, sanidad, color y ausencia de dafios.

La clasificacion se realiza basdndose en el didmetro del hijuelo tostoneado,
utilizando como referencia tamafios de frutas: limén, naranja, toronja y pifia

(Figura 4.7). Esta actividad determina la homogeneidad de nuevas plantaciones

al emplear hijuelos del mismo calibre para su establecimiento (Vicente y Del
Real, 2007).

Calibre
Longitud Una vara (85 cm) Media vara (40 cm) Vivero
Diametro <15 cm <12 cm <8 cm

Figura 4.7: Pardmetros de longitud y tamafio de pifia empleados para la clasificacién de

hijuelos de Agave tequilana por calibres (Vicente y Del Real, 2007).
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e Deshidratacion de Hijuelos: Una vez arrancados y tostoneados, los hijuelos
se dejan secar al sol durante 15-20 dias para reducir el contenido de agua, con
el fin de disminuir la incidencia de pudriciones, promover el enraizamiento de
la plantula y facilitar la cicatrizacion de las heridas del corte (McKenney, 1997,
Mendoza-Ramos, 2020).

Figueroa-Montero et al. (2018) reportaron la presencia de Lactobacillus
plantarum, Saccharomyces cerevisiae, Rhizopus stolonifer, Penicillium
chrysogenum, Aspergillus flavus y A. niger en tejido de Agave tequilana,
posterior a una deshidratacion de cinco dias al sol, junto con un aumento en la
concentracion de azucares y proteinas en los tejidos.

Generalmente, los hijuelos no reciben un manejo fitosanitario previo a la

plantacion, lo que puede propiciar la dispersion de los patdgenos.
4.2.4.- Manejo de material propagativo: Caso banano (Musa paradisiaca)

En cultivos que emplean técnicas analogas para el establecimiento de nuevas plantaciones,
utilizando material vegetativo como Musa paradisica (Banano), Ananas comosus (Pifa),
Aloe vera (Sabila), entre otros, se ha reportado la presencia de Fusarium spp. en dicho

material propagativo (Bermudez et al., 2014; Avasthi et al., 2018; Valdiviezo et al., 2020).

En el caso de banano, F. oxysporum f. sp. Cubense raza 4 fue el agente causal de la epifitia
que asolo la industria bananera en los afios 60, conocida como el “"Mal de Panamé™. Esta
enfermedad es provocada por el bloqueo del flujo xilematico debido a los mecanismos de
defensa de la planta (geles y tilosas) en respuesta a la infeccion de los tejidos conductores
por parte del patégeno (Ploetz, 1990). En este cultivo F. oxysporum se disemina
intrarregionalmente a través del material propagativo infectado (cormos e hijuelos), que a
menudo son asintomaticos, dificultando su deteccién. Debido a esto, el empleo de material
vegetal certificado es crucial para garantizar la sanidad de nuevas plantaciones
(Sotomayor et al., 2012; Bermudez et al., 2014).

El Plan de Accion (OIRSA-SAGARPA-SENASICA, 2015) para la prevencion de la
“Fusariosis del Banano™ destaca como principales factores de riesgo de dispersion del

patogeno:
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e Suelo, plantas o material vegetal propagativo de musaceas e inclusive otras
especies vegetales provenientes de suelos infestados.
e Suelo contaminado adherido a componentes de transporte, herramientas de trabajo

0 a la vestimenta de turistas originarios y/o procedentes de paises con presencia de

la enfermedad.

La via de mayor importancia fitosanitaria para la diseminacion de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense raza 4 Tropical es el trasiego de material de manera ilegal (Sotomayo et al.,
2012; OIRSA-SAGARPA-SENASICA, 2015). Las medidas para el manejo de riesgo
contra este patdgeno incluyen:

e Prohibir la importacion de todo tipo de material vegetal propagativo de
musaceas (Musa spp.) sustratos y suelo procedentes de paises con incidencia,
asi como de paises vecinos.

e Utilizar anicamente material propagativo obtenido a partir de cultivos libres de
la enfermedad y proveniente de laboratorios certificados.

e Fortalecer la capacidad de deteccion de la plaga utilizando metodologias

rapidas y estandarizadas.
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4.3.- Fusarium spp.: Hongo-Patdgeno

Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Genero: Fusarium spp. (sz2

Figura 4.8: Clasificacion taxonémica del género Fusarium spp.

4.3.1. Importancia del género Fusarium

El género Fusarium es un complejo de hongos anamérficos, filamentosos, saproéfitos y/o
patégenos de plantas, animales y humanos, considerados paréasitos facultativos o
saprobioticos, debido a su alta capacidad adaptativa y de supervivencia. En el caso de los
fitopatdgenos, estos son capaces de generar fisiopatias como marchitamientos,
pudriciones, tizones, cancros y/o necrosis, 0 ser contaminantes de alimentos por su
produccion de micotoxinas (O'Donnell y Cigelnick, 1998; Di Pietro et al., 2003).

The American Phytopathological Society reporta al menos una enfermedad asociada a
Fusarium spp. en 81 de 101 plantas economicamente importantes. Estos hongos también
pueden desarrollarse como endofitos en plantas aparentemente sanas o asintomaticas,
volviéndose patogénicos bajo condiciones ambientales y de manejo del cultivo muy
especificas. Se ha reportado colonizacion asintomatica en malezas de familias Poaceae,
Commelinaceae, Amaranthaceae, Euphorbiaceae y Asteraceae (Hennessy et al., 2005;
Leslie y Summerell, 2006; Altinok, 2013).



4.3.2. Ecologia y sobrevivencia a la deshidratacion de Fusarium spp.

Los miembros del género Fusarium son habitantes naturales del suelo, persistiendo
gracias a la evolucion de exitosos mecanismos de adaptacion, supervivencia
(clamidiosporas) y reproduccion. Presentan estructuras anamdrficas (mitéticas) como
macroconidios y microconidios; y estructuras teleomorficas (meidticas) como ascosporas
y peritecios, comunmente asociadas con alta precipitacion, temperatura y periodos de alta
humedad relativa (>80%). Sin embargo, menos del 20% de las especies descritas tienen
una fase sexual conocida (Giberella spp.). En sus diversos habitats y roles troficos
Fusarium predomina como micelio haploide, viable en el suelo durante largo tiempo, con
fases diploides que preceden a la meiosis y produccion de esporas haploides (Leslie y
Summerell, 2006; Ma et al.,2013).

La supervivencia en el suelo depende de cada especie, especialmente de sus mecanismos
de adaptacion al medio edafoldgico-saprofitico (produccion heterogénea de enzimas y
metabolitos). Esta supervivencia es favorecida por la presencia de residuos vegetales de
sus hospedantes. Por ejemplo, F. moniliforme (FFSC) sobrevive durante 26 meses en
residuos de Oryza sativa (Arroz); F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum (FOSC),
agente causal de la podredumbre de raices y tallos del Cucumis sativus (Pepino), presenta
una sobrevivencia de 13 meses; F. oxysporum f.sp. ciceris (FOSC), podria sobrevivir en
residuos de cosecha enterrados hasta por 72 meses (Haware et al., 1995; Vakalounakis et
al., 2004; Sunder et al., 2004).

La abundancia y diversidad de especies de Fusarium spp. en el suelo son determinadas
por diversos factores, tales como los componentes edaficos (pH, materia organica, C.E,
etc.), la capacidad de supervivencia y permanencia de las especies a travées del tiempo, la
presencia y diversidad de especies nativas previas a la disrupcién agricola, la introduccién
de propagulos mediante factores climaticos (viento, agua, etc.) o antropogénicos (semillas,
maquinaria agricola, etc.), y el establecimiento de cultivos susceptibles que incrementen
la poblacion de especies patogénicas. Las epidemias causadas por Fusarium spp.
requieren el incremento gradual de indculo en suelo y condiciones de estrés,
principalmente productivo, para su ocurrencia con altos niveles de intensidad (Nash et
al.,1965).
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Las especies de Fusarium spp. patogénicas, con capacidad de superar los mecanismos de
defensa de las plantas susceptibles, colonizan y se multiplican en los tejidos de la planta
hospedante, obteniendo asi una ventaja poblacional que favorece su posterior
supervivencia en el suelo, frente a los hongos saprofiticos que solo son capaces de
colonizar los residuos vegetales después de su incorporacién al suelo. La virulencia del
patdgeno esté influenciada por su genotipo, las condiciones ambientales (humedad, pH,
etc.), la produccion de metabolitos secundarios que favorezcan la patogénesis y la
susceptibilidad del hospedante. La plasticidad ecoldgica de los hongos fitopatogenos a
adaptarse a diferentes nichos ecoldgicos depende en gran medida del grado de relacion
que han desarrollado con las plantas hospedantes es decir, si son parasitos obligados,
parasitos facultativos o saprofitos facultativos (Rodriguez-Guzman, 2001; Hofgaard,
2009; Ma et al., 2013;Jiménez-Diaz et al., 2015).

La cantidad y calidad de la materia organica afecta las propiedades fisico-quimicas y los
principales factores bidticos asociados a la microbiologia edafica que incluyen biomasa
microbiana, diversidad, estructura de la comunidad y actividades bioquimicas. Los
principales mecanismos de orden biolégico mediante los cuales la microbiologia esta
relacionada a la supresion de la enfermedad son: incremento en la masa microbiana total,
supresion relacionada con organismos especificos 0 grupos de organismos 0 una
combinacion de ambos. Esto crea un microambiente competitivo y en muchos casos

inhibitorio para el desarrollo de patdgenos (Bonilla et al., 2012; Bonanomi, et al., 2010).
4.3.3.- Inductividad Fusarium spp.

Las zonas de inductividad de Fusarium spp. son areas cuyos factores geograficos,
climatolégicos, edafologicos, biologicos y antropogénicos favorecen el crecimiento,
establecimiento y proliferacion de especies de Fusarium spp. La identificacion y
parametrizacion de las diversas interacciones multifactoriales que favorecen la
colonizacién y persistencia del patégeno en el suelo y en cultivos es relevante para
entender la epidemiologia de Fusarium spp. y prevenir la génesis de epifitias (Virgen-
Calleros et al., 2000).

Los suelos que presentan un rango de pH entre 5.5 y 7.0, una humedad inferior al 25%,

presencia de organismos rizéfagos, fertilizacion nitrogenada y altas densidades de
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poblacion del hospedante suelen ser propicios para la proliferacion de Fusarium spp. La
influencia de la presencia o ausencia de microorganismos antagonistas y/o competidores,
y su interaccién con las poblaciones del patdgeno puede ser un factor determinante en el
nivel de inductividad (Ma et al., 2013).

4.3.4 Supresividad a Fusarium spp.

La supresion edafica se refiere fundamentalmente a la salud del suelo y a las condiciones
ecoldgicas especificas de la comunidad microbiana, de tal forma que los microorganismos
fitopatdgenos causantes de enfermedades radicales se mantengan en niveles poblacionales
bajos 0 no logren expresar su potencial patogénico. La presencia de microorganismos
antagonistas puede limitar el crecimiento y la proliferacion de Fusarium spp. a traves de
varios mecanismos, como la competencia por nutrientes y espacio, la produccion de
compuestos antimicrobianos, y la induccion de respuestas de defensa en las plantas

(Jayaraman et al., 2021).

Los pioneros en control biologico Cook y Baker (1983) definieron los suelos supresivos
como aquellos en los cuales los patdégenos no se establecen o persisten, y en caso de que
el patdégeno logre establecerse, no causara enfermedad. Dentro de los principales
mecanismos de supresividad se encuentran condiciones edaficas (quimicas y fisicas, como
el pH, materia organica, contenido de arcilla) y las interacciones antagonistas (antibiosis,
competencia, parasitismo) que hacen que los patdgenos reduzcan su numero o
infectividad. Todos estos factores, tanto abidticos como bidticos, contribuyen a la
supresividad de manera directa o indirecta a través de su efecto sobre la microbiologia del
suelo (Brady y Well, 2017).

4.3.5.- Ciclo de vida de Fusarium spp.

El ciclo de vida de Fusarium spp. esta conformado por la alternancia de etapas de
supervivencia, patogénicas y de dispersion. El proceso de patogénesis varia dependiendo
de la especie y del hospedante. Okungbowa y Shittu (2012) describen la patogénesis
general de Fusarium spp.:

e Etapa Dormancia o Sobrevivencia: La germinacion de los propagulos del

patogeno en el suelo puede ser inhibida por la microbiostasis o fungistasis; esta
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inhibicion puede revertirse por el contacto con exudados radiculares. Estos
exudados, que son fuente de carbono (carbohidratos), nitrégeno (aminoécidos) y
acidos organicos, estimulan la germinacion de los propagulos y no son especificos
del hospedante. Pueden provenir tanto de la planta hospedante primaria (cultivo)
como de las hospedante alternas (arvenses, malezas) o de residuos vegetales recién
incorporados (Nelson, 1991; Huisman, 1982; Steinkellner et al., 2008).

Etapa Parasitica-Patogénica: Comienza cuando los propagulos o tubos
germinativos penetran al hospedante a través de la region pilifera, heridas, el apice
de la raiz, pelos radiculares, o hendiduras formadas durante la rizogénesis o por
penetracion directa (intercelular), asistida por enzimas hidroliticas secretadas por
Fusarium spp. Inicialmente, el micelio parasitico coloniza el cortex radicular,
penetra la endodermis y finalmente invade los vasos xilematicos. A partir de los
cuales coloniza el tallo de manera ascendente, produciendo microconidias que
ascienden auxiliadas por el flujo de transpiracion. Al germinar en nuevas hifas,
estas penetran los tejidos adyacentes para continuar la colonizacion y aumentar la
infeccion. La efectividad de la colonizacidn esta determinada genéticamente tanto
por la presencia de genes de patogenicidad en el hongo como por la ausencia de
genes de resistencia en el hospedante (Schnathorst, 1981; Rodriguez-Géalvez y
Mendgen, 1995; Inoue et al., 2002; Rodriguez-Molina, 2003; Mandeel, 2007;
Walter et al., 2009).

En esta etapa, las hifas de Fusarium spp. se propagan dentro del apoplasto celular,
desencadenando alteraciones citologicas y fisiologicas significativas que culminan
en la expresion de sintomas. La obstruccion de los tejidos conductivos surge de
una combinacion de elementos del patégeno (micelio, esporas, enzimas y toxinas),
respuestas defensivas del hospedante (gomas, tilosis) y derivados del proceso
infeccioso (protoplastos y componentes celulares lisados), que bloquean el flujo y
provocan el colapso del flujo hidrico de la planta. Esto resulta en el sindrome de
marchitamiento, eventualmente llevando a la muerte de la planta (VanderMolen et
al., 1977; Agrios, 2005; Walter et al., 2009).

Se ha demostrado mediante pruebas de patogenicidad que algunas especies de

Fusarium presentan especializacion patogénica, posiblemente histoldgica, a
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ciertos 6rganos del huésped (Souza et al., 2018). Liew y colaboradores (2016)
reportaron especies de Fusarium filogenéticamente distantes, asociadas al mismo
sintoma de malformacion del mango por lo que propusieron un proceso de
evolucion convergente, diferentes especies pueden parasitar al mismo tipo de
tejido.

e Etapa Dispersion: Mientras la planta esta enferma, pero adn viva, Fusarium spp.
permanece estrictamente limitado al tejido del xilema y células adyacentes. Una
vez que el hospedante muere, el hongo invade el tejido parenquimatoso y esporula
profusamente en la superficie. En las etapas finales de este proceso, la
conidiogenesis comienza en tejidos muertos y se producen extensivamente
clamidiosporas, las cuales pueden permanecer en latencia en el suelo durante
varios afios. Los nuevos propagulos generados pueden reintegrarse al suelo cuando
la planta se descompone o dispersarse a plantas adyacentes a través del agua y aire.
La densidad del inoculo resultante es un factor importante que condiciona la
severidad e incidencia de la enfermedad en ciclos posteriores (Di Pietro et al.,
2003; Navas-Cortes et al., 2007).

La dispersion de Fusarium spp. se realiza principalmente por la diseminacion
pasiva de propagulos a nivel endémico, a traves del viento, riego, movimiento de
material vegetal y suelo infestados, labores culturales, y transporte de esporas
mediante insectos y animales. Entre paises y continentes, la dispersion ocurre

principalmente por medio factores antropogénicos (Dita et al., 2018).
4.3.6.- Técnicas moleculares aplicadas a la taxonomia de Fusarium spp.

La taxonomia del género Fusarium, anteriormente se basaba exclusivamente en caracteres
morfoldgicos. Sin embargo, para una identificacion precisa entre especies, es necesario
complementar con andlisis moleculares. Actualmente, se ha adoptado el uso de secuencias
gendmicas de uno o varios genes para este propésito. No obstante, este enfoque enfrenta
limitaciones como el costo, la disponibilidad de secuencias genomicas de referencia en
bases digitales (i.e. GenBank) y el alto porcentaje de especies taxonémicamente erréneas
registradas en dichas bases, lo que dificulta la identificacion por homologia (Leslie y
Summerell, 2006; O’Donnell et al., 2015; Summerell et al., 2019).
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El enfoque molecular se basa en el disefio de ‘primers’ adecuados para la amplificacion y
secuenciacion selectiva de la region objetivo, utilizando la técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction), para la amplificacion de fragmentos o genes completos. En Fusarium
spp. se han generado primers genéricos basados en los genes EF-1a, RPB-1, RPB-2
seleccionados debido a que cumplen con los siguientes criterios

1. Son aplicables a la diversidad taxondmica y filogenética de Fusarium spp.

2. Informativos a nivel intra-especie.

3. Son ortdlogos a nivel de género, lo que significa que su variabilidad es especifica
para la complejidad de especies dentro del género (O'Donnell et al., 1998;
O'Donnell et al., 2008; Aoki et al., 2003).

4.3.7.- Genoma y evolucion de Fusarium spp.

Analisis filogenéticos basados en fragmentos de los genes RPB-1 y RPB-2 sugieren que
el clado de Fusarium spp., que abarca complejos de multiples especies, divergio hace 91.3
millones de afios. Con el paso del tiempo, estas especies han diversificado sus ciclos de
vida, nichos ecologicos, patogenicidad y virulencia en una variedad de hospederos, lo que
evidencia la plasticidad adaptativa del género. Es probable que tanto las especializaciones
convergentes como divergentes se reflejen como firmas gendémicas (O’Donnell et al.,
2013; Sperschneider et al., 2015).

Estudios en Solanum lycorsicum (Tomate) con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici han
demostrado la factibilidad de la transferencia horizontal de genes de patogenicidad,
mediante la transformacion de un aislado no patogénico a patogénico. Esto explica el

posible origen polifilético de algunas especies de Fusarium (Ma et al., 2010).

Analisis comparativos han revelado que el genoma de Fusarium spp. esta

compartimentado en dos regiones:

1) El genoma central, donde se ubican los genes responsables RPB-1, RPB-2 y EF-
1, es responsable del metabolismo primario y reproduccién, son considerados
como genes 'housekeeping'. Estos genes son recomendados para estudios
taxondmicos y filogenéticos en Fusarium spp. debido a su variabilidad intra e

inter-especie, lo que proporciona una caracterizacion genética efectiva.
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2) El genoma adaptativo al cual se asocian genes de virulencia, especializacion a
un hospedante y posiblemente otras funciones de sobrevivencia (Ma et al., 2013;
O’Donnell et al., 2015).

4.3.8.- Fisiopatias resultantes de la interaccion de Agave tequilana Weber var. Azul-

Fusarium spp.

La expansion de la superficie cultivada de agave, junto con la voraz necesidad de material
propagativo para su establecimiento, sin un correcto manejo fitosanitario, ha generado un
incremento en la incidencia de enfermedades causadas por fitopatdgenos, en sinergia con
las précticas tradicionales del cultivo y condiciones edafolégicas favorables. En esta
planta los dafios causados por organismos fungicos se manifiestan como necrosis y/o
pudriciones semisecas, inodoras que pueden afectar todos los tejidos; generando infeccion
directa o por dafios derivados de las préacticas agricolas (Virgen-Galleros, 2004,
CESAVEG, 2008).

Diversos estudios etiologicos y epidemiologicos realizados en el patosistema Agave
tequilana-Fusarium spp. para determinar los agentes causales de la marchitez y pudricion
seca del cogollo (SMAP), han identificado una gran diversidad de especies de Fusarium
spp. (Figura 4.9). Esta diversidad se debe a la plasticidad adaptativa del género y a la
presencia de especies polifiléticas, pertenecientes a los complejos FIESC, FFSC, FOSC.
FRSC y FSSC (L6pez-Bautista et al., 2020; Mendoza-Ramos et al., 2020).
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Figura 4.9: Representacion esquematica de la filogenia de 23 complejos especies de
Fusarium spp. de importancia econémica. Numero entre paréntesis indica las especies
filogenéticas agrupadas por complejo (300 total). Se resaltan complejos de especies de

Fusarium spp. reportados en Agave tequilana. (Modificado: O’Donnell et al., 2015).
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4.4.- Sindrome de Marchitez y Pudricion del cogollo de Agave tequilana (SMAP)

4.4.1.- Sintomatologia del Sindrome de la Marchitez y Pudricion del cogollo de
Agave tequilana

El sindrome de marchitez y pudricion del cogollo del Agave tequilana (SMAP) es una
enfermedad recurrente de alto impacto en los inventarios productivos. La sintomatologia
comienza con decoloracion foliar, perdida de turgencia y vigor. Posteriormente, las pencas
sufren desecacién, que culmina en un enrollamiento o "encarrujado™ descendente a partir
del apice. Este sindrome es resultado de la reduccion, taponamiento o destruccion de los
haces vasculares y/o del sistema radicular, finalizando con la pérdida del anclaje y muerte
de la planta (Virgen-Calleros, 2000).

Su alta prevalencia a nivel regional y alto impacto en los inventarios productivos se debe
a la ausencia de programas de manejo-control efectivos, lo que ha implicado al sector
productivo optar por la eliminacion total de plantas enfermas con la intencion de evitar

dispersion y contagio intra-predio (Luna-Hernandez, 1996).

4.4.2.- Factores que inciden en el Sindrome de la Marchitez y Pudricion del cogollo

de Agave tequilana

Al tratarse de una enfermedad predominantemente radicular, y debido a la fisiologia de la
planta que limita la expresion inicial de la enfermedad, una planta sintomatica puede haber
sido infectada de uno a dos afos previos a la presencia del SMAP. Esto merma la
productividad de manera importante, aun cuando el dafio y la muerte no sean inmediatos.
Las condiciones ambientales como el estrés hidrico, encharcamiento, dafios por insectos
y la aplicacion de herbicidas pueden acelerar la expresion de la enfermedad (Martinez et
al., 1998; Virgen-Calleros, 2000).

e Estrés hidrico: La reduccion en la tasa de produccion de biomasa radicular y el
debilitamiento de los tejidos de la raiz durante temporadas de sequia aumentan la
vulnerabilidad de la planta a la colonizacion de Fusarium spp., cuyo ataque se
agrava en suelos con bajo contenido de humedad (Virgen-Calleros, 2000; Leslie y
Summerell, 2006).
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e Insectos Rizofagos: Los dafios generados por insectos rizéfagos, generados al
alimentarse del tallo y raices, pueden favorecer la infeccion o, en casos severos,
emular la sintomatologia del sindrome al interferir con la translocacion de azucares
y agua, en sinergia con infecciones accesorias (Fuscikovsky et al., 2000; CRT,
2005; Rubio et al., 2007; Flores et al., 2010).

A pesar de que esta enfermedad solia manifestarse exclusivamente en plantaciones de mas
de tres afios, ahora también afecta a plantas de un afio, sobre todo al final del periodo de
lluvias, debido al uso de hijuelos infectados (principal via de dispersion). Estos hijuelos,
en ocasiones, pueden presentar lesiones rojizas esclerotizadas en el tejido interno,
denominadas “clavo”, de donde invariablemente se ha aislado Fusarium spp. La
incidencia de esta enfermedad tiende a agravarse en plantaciones con alta densidad
(Aceves, 2003; Rubio, 2007, Mendoza-Ramos, 2020).

4.4.3.- Agente causal del Sindrome de Marchitez y Pudricion del cogollo de Agave

tequilana: Fusarium spp.

El SMAP es un sindrome causado por diferentes especies de Fusarium con adaptabilidad
parasitica diferencial a nivel intra e interespecie. Estudios etioldgicos han reportado
diversos organismos asociados a esta enfermedad, pero Unicamente se han realizado
pruebas de patogenicidad exitosas con F. oxysporum y F. solani. Sin embargo, otros
autores han aislado un alta diversidad de especies pertenecientes a cuatro complejos
filogenéticos: FOSC, FSSC, FFSCy FIESC (Figura 4.9), de plantas de agave con la misma
sintomatologia. (Cuevas y Dominguez, 2007; Vega-Ramos et al., 2013; Ramirez-Ramirez
etal., 2017; Lépez-Bautista et al., 2019, 2020; Ramos-Mendoza et al., 2020) (Figura 4.10
y Cuadro 4.1).

La alta diversidad de especies de Fusarium asociados a Agave tequilana, a pesar de estar
restringido a la DOT, es posiblemente debida a la movilizacién de material propagativo
intra e inter regionalmente; al establecimiento de policultivos asociados a especies de ciclo
mas corto como Arachis hypogaea (Cacahuate), Phaseolus vulgaris (Frijol), Zea mais
(maiz), Citrullus lanatus (Sandia) y Triticum aestivum (Trigo); asi como la poca

especificidad de los mecanismos de patogenicidad del género (Mendoza-Ramos,2020).
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Complejos y Especies de Fusarium spp.
reportadas asociadas a Agave tequilana

=

F. lactis®
Fusarium spp.®
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F. verticilliodes®
F. lactis®

FFSC
F. lactis®
F. verticilliodes®
Fusarium spp.®
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F. verticilliodes ® FIESC
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*  Fusarium spp.®
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F. nygamai 5:® neocosmosporie

F. subglutinans 5+ llum 36

Figura 4.10: Complejos y Especies de Fusarium spp. reportadas asociadas a Agave

tequilana.
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Cuadro 4.1: Reportes de organismos asociados al Sindrome de la Marchitez y pudricion
del cogollo del Agave tequilana (SMAP).

) L ) NUmero de P. Autor y
Organismo reportado Identificacion Localidad ) .
aislados Koch Afio
Fusarium oxysporum, Q)
Phytophthora sp. y Identificacion Centro, Altos 'y No se Rodrigue
Erwinia sp. morfoldgica Sur de Jalisco. especifica z,R. et
al., 2001.
Fusarium oxysporum, F. Identificacion San Juanito (2)
solani, F. equiseti, F. molecular: ITS1- Escobedo y 127 aislados Cuevas,
culmorum, F. ITS4 Ameca F. etal.,
verticillioides 2007.
3
Arenal, ,(.)
o : . Avila-
] Identificacion Teuchitlan, 27 aislados .
Fusarium oxysporum . ) + Miranda
morfologica Tala, Acatic,
etal.,
Magdalena,
) 2010.
Tepic
No se indica la 4)
Identificacion localidad de Ramirez
Fusarium solani molecular: ITS1- donde se 1 aislado + et al.
ITS2 obtuvo el 2017
aislamiento
F. oxysporum
F. solani (5)
F. falciforme 13 municipios 113 Lopez-
F. neocosmosporiellum Bautista
. P . de la molecular/
F. proliferatum Morfolégica y 435 aislad etal.,
L, aislados
F. lactis molecular region Altos, 12 ) 2019
] de (suelo, raiz, -
F. nygamai EF-lay » (6)
£ subaluti RPB2 cogollo,pifia 'y P
. subglutinans opez-
, 9 _ Sury 9de cuello de 5 pt t
+ 7 especies autista
] p ) Valles planta adulta)
filogenéticas etal.,
de FSSC, FFSCy 2020

FIESCy
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6 especies no
identificadas

del género Fusarium.

Fuente Modificada: Mendoza-Ramos,2020.

4.4.4.-Interaccion Evolutiva-Adaptativa-Parasitica entre Fusarium spp.-Agave

tequilana

Lépez-Bautista et al. (2020) demostraron, mediante un estudio regional en 86 plantaciones
comerciales (3-4 afos edad) ubicadas en 35 municipios dentro de la DOT vy seleccionadas
mediante un enfoque epidemioldgico regional, la asociacion de un complejo de 16
especies binomiales y filogenéticas, asi como seis no identificadas de Fusarium spp. con
sintomas de SMAP. Estas especies se agruparon en cuatro complejos filogenéticos: FOSC
con 26.5% de representatividad regional, FSSC (32.7%), FFSC (34.5%) y FIESC (6.2%).

A través de un analisis de secuencias y filogenia se confirmo la variabilidad intra e
interespecifica de Fusarium spp., asi como la asociacion de haplotipos, definidos como
variantes de secuencia intraespecificos basados en los genes EF-1a y RPB-2, mostrando
una correlacion con una sintomatologia especifica. El sintoma de marchitez se asocié con
una mayor cantidad de haplotipos especificos pertenecientes a F. solani, F. falciforme y

F. oxysporum.

Las redes de haplotipos y mapas filogeograficos sugieren a F. oxysporum (FOSC) y F.
verticillioides (FFSC) como ancestros poblacionales debido a su mayor prevalencia
regional y frecuencia de aislados pertenecientes a un haplotipo especifico. Sin embargo,
la diversidad de especies aisladas por complejo, 1y 8 respectivamente, sugiere diferentes

procesos de evolucidn/adaptacion al patosistema de Agave tequilana:

e F. oxysporum (FOSC): Principalmente asociado con raiz y suelo de plantaciones
con marchitez, fue la especie mayor numero de haplotipos. Cuatro de los ocho
haplotipos estaban exclusivamente asociados a marchitez, tres a pudricion seca, y
uno a plantaciones aparentemente sanas. El haplotipo ancestral se aislé de la mayor
diversidad de sintomas y nichos, indicativo de su mayor adaptabilidad. La

especializacion de haplotipos asociados Unicamente con marchitez, pudricion seca
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0 con la capacidad de causar ambos tipos de sintomas sugiere un proceso de
evolucion divergente intraespecifica derivado de una adaptacion/especializacion
parasitica. Su presencia en tejido sintomatico de pudricion de cogollo, junto con
una mayor prevalencia en suelo y raices asociadas con marchitez, sugiere una
continuada coevolucidn con el cultivo de agave.

e F. verticillioides (FFSC): Asociado exclusivamente con tejido aereo, mostrd un
menor nimero de haplotipos diversificados a partir del haplotipo ancestral. Esto
sugiere un proceso de adaptacion/evolucion convergente al cultivo de agave,
posiblemente derivado de una fuente exdgena, como Zea maiz, debido a su
alternancia parcelaria dentro de la DOT y su adaptacion parasitica a tejidos aéreos
en este cultivo. Sin embargo, la presencia de una mayor diversidad de especies del
complejo FFSC podria ser el resultado de procesos alternativos de transferencia

de genes que confieran la adaptacion parasitica a tejidos de Agave.

La viabilidad de estos procesos genéticos poblacionales es posible considerando la
continuada y confinada cultivacion del agave por mas de 200 afios dentro de la region
DOT, el uso de propagacion vegetativa que confiere una homogeneidad genética y la
longevidad del cultivo. Estos mecanismos adaptativos se han sugerido en cultivos como
Mangifera indica (Mango) ante la creciente variabilidad y ocurrencia de nuevas especies

de Fusarium spp. (Liew et al., 2016).

4.4.5.- Manejo Integrado del Sindrome de la Marchitez y Pudricién del cogollo de

Agave tequilana

El manejo integrado del SMAP, requiere un profundo entendimiento de la patogénesis,
los factores asociados y su relacion con la fenologia del cultivo. Las estrategias resultantes
deben ser multifacéticas, proactivas y eco responsables. El objetivo no es erradicar por
completo las poblaciones de Fusarium spp. en la filosfera, sino reducir sus cargas de
inoculo para prevenir sintomas significativos que impacten la productividad y la

mortalidad del cultivo.

En cuanto al control quimico, los fungicidas a base de cobre (inhibidores de la rizogénesis)
tienen una efectividad limitada en plantaciones establecidas debido a la ubicacion del

organo afectado. Aunque experimentos in vitro han demostrado la eficacia del sulfato de
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cobre pentahidratado contra Fusarium spp. Sin embargo, alcanzar concentraciones
eficientes en el ambiente rizosférico es dificil. Ademas, las poblaciones endofitas no se
ven afectadas por tratamientos de esta indole (Soltero, 2002).

Dada la escasa efectividad de las alternativas quimicas para brindar un tratamiento
correctivo una vez que el hospedero ha sido infectado, sin mencionar sus perjuicios al
ambiente, es perentorio un enfoque preventivo que reduzca su prevalencia, infectividad y
sobrevivencia en el agroecosistema; haciendo hincapié en la supresividad fisica y

bioldgica que brinda una rizosfera equilibrada.

Algunas précticas agricolas derivadas de este enfoque integral incluyen, propuestas por
Rubio (2007), son:

e Seleccion del terreno: Evitar suelos compactados y con deficiente drenaje y
antecedentes de incidencia de marchitez.

e Fecha de plantacion: Evitar los meses de mayor humedad (septiembre-octubre)
para reducir incidencia de enfermedades.

e Uso de hijuelos sanos: Establecer plantaciones unicamente con hijuelo sano,
originados de predios con buena sanidad, o bien evitar zonas con sintomas de
marchitez, debido a la posibilidad de que la infeccion en la planta madre, se haya
propagado a sus hijuelos por medio del rizoma. Se sugiere desinfectar los hijuelos
mediante inmersion en soluciones fungicidas a base de cobre después del tostoneo.

e Eliminacion de plantas enfermas: Extraer y quemar las plantas con sintomas de
marchitez fuera del predio.

e Aplicacion de cal: Fusarium spp. tiende a proliferar en suelos con pH acido (4.5-
5.5), por lo que equilibrar el pH mediante la aplicacion de cal reduce las
condiciones favorables para el desarrollo de este hongo (Fuckikovsky y
Velasquez, 2001).

e Aplicacion de Materia Organica (MO): Los beneficios suscitados por la
incorporacion de MO (abonos, compostas, etc.) derivan del incremento
poblacional de microorganismos participes en su descomposicién, mismos que
pueden antagonizar organismos patogénicos; incluso ocupando nichos ecoldgicos

previamente disponibles Unicamente para los fitopatdgenos (Fuckikovsky, 2000).
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Ademaés de regenerar la estructura y propiedades fisico-quimicas de la rizosfera,
mejorando la disponibilidad de nutrimentos, drenaje del suelo, entre otros
beneficios, que contribuyen a la salud da la planta.

e Control Bioldgico (Introduccion de Antagonistas): EI empleo de agentes de
control biolégico como Trichoderma spp. y Bacillus spp. ofrece una alternativa
sustentable para reducir las poblaciones patogénicas en la rizosfera; estos agentes
suelen aislarse del suelo o de la planta objetivo, por su putativa adaptacion al
entorno agroecoldgico. Estos microorganismos inducen la supresividad en el suelo
mediante competencia espacial y nutrimental, asi como la produccién de
metabolitos y subproductos que benefician las interacciones benéficas entre el
hospedante y las poblaciones microbianas nativas. La heterogeneidad y
complejidad de sus mecanismos de accion dificulta el desarrollo de resistencia por
parte del patdgeno hacia ellos (Siddiqui-Zaki, 2006; Steinberg et al., 2007).

Sin embargo, su eficacia en campo depende de factores ambientales y su accion

no es inmediata (Serrano-Garrean y Galindo-Fentanes, 2007).

4.5.- Asociacion de Fusarium spp. con hijuelos de Agave tequilana

El estudio de Mendoza-Ramos (2020) confirma la asociacion entre hijuelos de Agave
tequilana y Fusarium spp., subrayando su rol en la diseminacion interregional y parcelaria
de indculo asociado al SMAP en el establecimiento de plantaciones. Este estudio se realizé
en 21 municipios de la DOT, con diferentes niveles de inductividad regional y parcelaria
(alta, moderada y baja). Se analizaron tejidos externos e internos para determinar la carga
total del hijuelo y los potenciales sitios de infeccion, con el fin de evaluar el riesgo que
representa la movilizacion de hijuelos para el establecimiento de plantaciones, con

implicaciones a nivel regional e inductividad.

4.5.1.- Método CIFUSAG y Estimacion de carga de inoculo de Fusarium spp. en

tejido externo fresco de hijuelos Agave tequilana

Con el objetivo de cuantificar la carga de inoculo en el suelo adherido a hijuelos, se
desarroll6 la metodologia CIFUSAG (Mendoza-Ramos et al., 2020), que consistia en un
lavado del cuello y base de las hojas de una muestra compuesta 15 hijuelos/calibre con 1

L de Agua Desmineralizada Estéril, lo que resultaba en la obtencion de la muestra de
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Carga de Inoculo Externo (CIE). En suelos arenosos la muestra CIE vari6 de 5-15 g de
suelo, mientras que en predios arcillosos alcanz6 30 g. Conclusivamente la metodologia
evidencio altos crecimientos de UFC Hongos Totales Totales (x=129 UFC) y UFC
Fusarium spp. (x=6 UFC) permitiendo realizar anélisis epidemioldgico para el manejo y
control adecuado de éste u otros organismos patdégenos presente en el cultivo. Las UFC
Hongos Totales mostraron diferencias significativas entre calibres, siendo el calibre
Toronja el que presento el mayor UFC de Hongos Totales (x= 107.1 UFC) .

Previo al planteamiento del método CIFUSAG no existian trabajos reportados en agave o
cultivos similares que permitieran la cuantificacion de Fusarium spp. en estructuras

propagativas como hijuelos, cormos, bulbos u otros mediante métodos analogos.

Figura 4.11: Complejos y Especies de Fusarium spp. reportadas en suelo adherido a
hijuelos de Agave tequilana (Mendoza-Ramos et al., 2020).
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4.5.2.- Carga de Inoculo de Fusarium spp. en Tejido Interno Fresco de Hijuelo

Mendoza-Ramos (2020) reporta que la carga de inoculo enddfita de hijuelos de Agave
tequilana, determinada a partir del macerado del tejido interno fresco, varia en rango
segin la inductividad de la plantacion madre: Alta (2.7-3.4 UFC Fusarium spp.),
Moderada (0.6-6.3 UFC) y Baja (0.2-1.0 UFC). Los resultados de pruebas preliminares
mostraron que el sobrenadante del macerado del tejido interno presentaba la mayor
cantidad de UFC hongos totales y UFC Fusarium spp.

Complejos y Especies de Fusarium spp. reportadas en tejido
interno de Hijuelos de Agave tequilana

FFSC | \. FSSC
* F proliferatum 4 S\ F solani
* F verticillioides | * Fusarium spp.
* F lactis : FIESC
’ /’i ten;peratum - * Fusarium spp.
* F. andiyazi E/ ” FRSC
FOSC e * F hostae
* F oxysporum i

Figura 4.12: Complejos y Especies de Fusarium spp. reportadas en tejido interno de

hijuelos de Agave tequilana (Mendoza-Ramos et al., 2020).

Mediante siembras directas de tejido interno diferenciado, se determiné que la base de las
hojas posiblemente sea el sitio de infeccion primario, ya que el 75% de las UFC
contabilizadas se encontraron en este tejido, siendo el Unico tejido que reporto presencia
de Fusarium spp. en todos los predios colectados, coincidiendo con los hallazgos en
plantas adultas. Posiblemente, debido a la exposicion de tejido susceptible al desprenderse
del cogollo, mismo que por la inmadurez de sus tejidos, seria el segundo sitio de infeccidn
(15% UFC). Por otro lado, la pifia (8% UFC) al ser un tejido interno y el cuello (2% UFC)
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al no estar en contacto directo con el suelo, sino conectado al rizoma; implican un riesgo
menor de infeccidn. Sugiriendo que no existe un movimiento ascendente de cuello a tejido

aereo expuesto como las hojas, sino que existen maltiples vias de entrada.

Esto sugiere una posible especializacidn histoldgica a nivel de hijuelo, coincidiendo con
lo reportado por Lépez-Bautista et al. (2019), donde se document6 la existencia de una
distribucion diferencial de cepas de Fusarium spp. en tejido aéreo y raices y suelo.
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Figura 4.13: Ciclo de infeccion de Fusarium spp. en tejido interno de hijuelo propuesto

por Mendoza-Ramos. Fuente: Mendoza-Ramaos, 2020.

4.5.3.- Variabilidad de Fusarium spp. en Tejido Externo e Interno de Hijuelos

Los resultados de Mendoza-Ramos (2020) revelan una amplia diversidad de especies de
Fusarium spp. en hijuelos de Agave tequilana tanto en el sustrato externo como interno.
Se identificaron seis especies binomiales: FFSC: F. verticillioides, F. lactis, F. nygamai,
F. proliferatum; FOSC: F. oxysporum; FSSC: F. solani, F. falciforme y tres filogenéticas;
FIESC 9, FIESC 28, FSSC 35.
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Dos especies no identificadas reportadas en planta madre: Fusarium sp. 3-Agave (FFSC),
Fusarium 2-Agave (FSSC), reportadas por Lopez-Bautista et al. (2019), también se
detectaron en hijuelos, lo que sugiere una posible adaptacién o asociacion organismo-
hospedante mas estrecha, que les permite prevalecer hasta la maduracién de la planta.

Se confirm0 la existencia en hijuelos de los mismos 4 complejos de especies de Fusarium
reportados por Ldpez-Bautista (2019) en plantas adultas, ademas de un complejo
adicional. De un total de 77 aislados de tejido externo e interno, el complejo FOSC (32%),
especificamente F. oxysporum, fue el mas predominante, seguido del complejo FFSC
(30%), FIESC (22%), FSSC (13%) y FRSC (3%).

e FFSC: Asociado en plantas adultas a tejido aéreo (92%), presenta una incidencia
similar en hijuelos 52% en tejido y 48% en suelo. Este complejo presento el mayor
numero de especies: F. lactis, F. temperatum y F. andiyaci aisladas
exclusivamente de tejido interno, mientras que F. verticillioides y F. proliferatum
se aislaron de suelo y tejido.

e FSSC: Conformado por F. falciforme (8/17) y F. solani (4/17) aislados
exclusivamente de suelo, pero en planta adulta se reportan en raiz y pifia,
sugiriendo adaptabilidad parasitica.

e Sereporta por primera vez en tejido y suelo de agave las especies:

o F.temperatum (FFSC) en base de cogollo.
o F. hostae (FRSC) en cuello.
o F. brachygibbosum (FIESC) en suelo.

Asi mismo, los haplotipos presentan diferencias por prevalencia con respecto a los de
planta madre: El Haplotipo 9 del complejo FOSC es el mas prevalente, aislado de suelo y
tejido interno (57% de Base de Hoja); sin embargo, no se encuentra en planta adulta,
infiriendo una baja sobrevivencia. Por el contrario, en el complejo FFSC, la distribucién
de haplotipos responde a una agrupacién por especie, y los haplotipos predominantes de
F. verticillioides y F. proliferatum se agrupan en el mismo sitio que los haplotipos de sus
progenitores. Por otra parte, los nodos centrales del complejo FSSC, son exclusivamente
de suelo y los haplotipos mas distantes son de tejido, implicando procesos adaptativos a

partes aéreas.
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4.6.- Trichoderma spp.

Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Genero: Trichoderma spp. s01)

Figura 4.14: Clasificacion taxondmica del género Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma spp. son hongos saprofitos con una amplia tolerancia
al pH, que va desde dos hasta nueve, siendo su rango 6éptimo de cuatro a siete. Esta

plasticidad ecoldgica les permite una distribucion geografica cosmopolita.

Desde principios de 1930 se reconocio el potencial de las especies de Trichoderma spp.
como agentes de control bioldgico de enfermedades en plantas. Desde entonces, se han
descrito diversos mecanismos de accion para el control de organismos fitopatogenos, lo
gue posiciona su uso como una herramienta invaluable ante la resistencia recurrente de

los hongos fitopatdgenos a los fungicidas convencionales (Chet, 1987).
4.6.1.- Mecanismos de Control Biologico de Trichoderma spp.:
e Competencia

La competencia interespecifica se define como un comportamiento desigual de dos o
mas organismos frente a un mismo recurso (sustrato y/o nutrientes), donde la
utilizacion de este por parte de uno de los organismos reduce el recurso disponible
para los demés. Este tipo de antagonismo es favorecido por las caracteristicas de
Trichoderma spp., como su rapida velocidad de crecimiento y esporulacion; siendo la
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adaptabilidad a los factores del entorno un factor clave previo a la competicion por
recursos (Ahmad et al., 1987).

e Antibiosis

Es la accion directa de metabolitos toxicos producidos por un microorganismo sobre
otro sensible a ellos. Sin embargo, varios autores advierten que la antibiosis no debe
ser el principal mecanismo de accion de un antagonista, ya que existe el riesgo de que
aparezcan cepas del patdgeno que sean resistentes al metabolito (Vero et al.,1999).

e Micoparasitismo

Uno de los mecanismos que posicionan al género Trichoderma como el arquetipo de
organismo de control bioldgico es su habilidad de parasitar otros hongos, empleando
enzimas extracelulares como quitinasas y celulasas (Ulloa, 1996). Weindling (1934)
describié el micoparasitismo observado en T. lignorum vs. Rhizoctonia solani,
incluyendo el enrollamiento alrededor de las hifas del patdgeno, penetracion y
subsecuente disolucion del citoplasma. Metcalf y Wilson (2001) describieron la
interaccion entre T. koningii y Sclerotium cepivorum en raices de cebolla, observaron
que el agente de control coloniz6 tanto el tejido cortical como el epidermal de las
raices infectadas, lo que condujo a la destruccion de las hifas del patégeno, sin causar
dafo detectable en el tejido sano, este efecto se atribuy0 a la actividad de endo- y exo-

quitinasas.
e Promotor de crecimiento en las plantas

La actividad como promotor de crecimiento se ha reportado en suelos tratados con
algunas especies de Trichoderma. Los mecanismos gque apoyan este efecto benéfico
no estan claros, pero incluyen el aumento de nutrientes disponibles y su absorcion por
parte de la planta, asi como la participacion de fitohormonas de crecimiento de la
planta (Lindsay y Baker, 1967; Vinale et al., 2008; Lorito et al., 2010).

e Induccion de respuesta de defensa en las plantas

Otro mecanismo propuesto para explicar la actividad de biocontrol por especies de

Trichoderma es la induccidn de resistencia en el hospedante (Yedidia, et al., 1999) La

36



respuesta de la planta colonizada por Trichoderma spp. se caracteriza por un
incremento en la actividad de la peroxidasa (asociada con la produccion de
compuestos antifungicos), un incremento en la actividad de quitinasa y la deposicion
de engrosamientos en la pared celular. Curiosamente, la defensa de la planta
disminuye con el tiempo, iniciando una relacion similar a la simbiética de las

micorrizas.

4.6.2.- Interacciones Bidticas Benéficas de Trichoderma spp.

Trichoderma spp. ha demostrado tener interacciones positivas con diferentes organismos
benéficos. Por ejemplo, en plantas de melon, Trichoderma harzianum redujo la incidencia
de la marchitez causada por Fusarium spp. al interactuar de manera sinérgica con especies
de Micorrizas Arbusculares como Glomus constrictum o Glomus intraradices. La
inoculacion combinada de ambos organismos resultd en un mayor control del fitopatégeno
y un desarrollo vegetativo mejorado en comparacion con los tratamientos individuales
(Martinez et al., 2011).

4.6.3.- Trichoderma spp. como endofitos simbiontes de plantas

Se ha observado que algunas cepas de Trichoderma spp, conocidas por ser competentes
en la rizosfera y utilizadas comercialmente, pueden causar infecciones asintomaticas en
las raices. Inicialmente, se creia que la colonizacion se limitaba a la region cortical externa
(Ahmad y Baker, 1987; Yedidia et al., 1999). Sin embargo, Hodgson et al. (1994)
demostraron la capacidad de Trichoderma spp. para crecer dentro de plantas de tabaco sin
causar sintomas de enfermedad. Desde entonces, numerosos estudios han confirmado la

presencia de Trichoderma spp. como enddéfito en una amplia variedad de plantas.

Esta interaccion intima con la planta provee varios proporciona varios beneficios, que han

sido reconocidos recientemente, tales como:

a) Induccion de resistencia sistémica adquirida, incrementando la tolerancia a

estreses bidticos y abioticos.

b) Mejoran la eficiencia en el uso del nitrégeno al aumentar los mecanismos de

asimilacion y reduccion de nitrogeno
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c) Reducen la expresion de genes de estrés o acumulacién de compuestos toxicos

durante la respuesta de la planta a patogenos (Shoresh et al., 2010).

4.6.4.- Sobrevivencia a la Deshidratacion de Trichoderma spp.

Fravel et al. (2012) reportaron que la capacidad de las cepas de Trichoderma spp. para
sobrevivir a la deshidratacion en tejidos vegetales varia segun la cepa y el tipo de tejido.
Algunas cepas pueden sobrevivir en tejidos deshidratados durante varios dias, lo que
sugiere su utilidad para el biocontrol en cultivos propensos a la sequedad. Sin embargo,
Li et al. (2016) demostraron que la deshidratacion de cultivos de T. asperellum puede
afectar negativamente su capacidad para colonizar las raices de las plantas y, por lo tanto,
su eficacia como agente de control bioldgico. Aungue el mismo tratamiento de
deshidratacion no afecto significativamente el potencial de colonizacion del suelo por

parte de la misma cepa.
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5.- METODOLOGIA

5.1.- Criterios de seleccion y datos de predios colectados

La colecta de hijuelos calibre Toronja de Agave tequilana var. Azul se realiz6 en marzo
2021 en 8 plantaciones de entre 3-4 afios de edad, distribuidas en 3 municipios de la region
agavera de Valles de Jalisco: Ahualulco del Mercado, Magdalena, y Hostotipaquillo
(Figura 5.15). EI manejo agronémico correspondié a un convencional tecnificado. Las
plantaciones se seleccionaron con base al nivel de incidencia de SMAP vy al pH, como se
indica en el Cuadro 1.

Cuadro 5.2.-: Criterios de Seleccion y Datos de Predios Colectados en la Colecta de

Hijuelos Toronja 2021

Incidencia  Rango No. pH o . . Altitud
) Municipio Latitud Longitud
SMAP pH Predio Campo (msnm)
2 4.27 Magdalena 20.938096 -104.116094 1,523
pH<5
. 5 4.65 Hostotipaquillo  21.003471 -104.133095 1,046
Baja
6 6.5 Hostotipaquillo  21.040908 -104.200219 972
pH>5
4 6.56 Magdalena 20.938710 -104.097396 1, 458
3 4.05 Magdalena 20.933442 -104.110314 1, 487
pH <5 Ahualulco De
8 4.97 20.884112 -104.059213 1,378
Alta Mercado
7 5.29 Magdalena 20.951263 -104.022176 1,208
pH>5
1 5.34 Magdalena 20.949091 -103.999502 1,416
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Figura 5.15: Ubicacién geogréafica de los 8 predios colectados.

5.2.- Muestreo de Suelo: Delimitacion Foco y Perifoco.

Se realizo un muestreo de suelo diferenciado con base en la distribucion espacial de
SMAP, designando como “Foco” a la seccion con una alta incidencia de este, el area
circundante donde la sanidad mejoraba fue identificada como "Perifoco” (Figura 5.16). Se
integraron varias submuestras de una misma seccion, recolectadas a 50 cm de la planta
(entre calle) y a una profundidad de 30 cm; descartando los 5 cm superficiales; para
conformar una muestra compuesta (500 g/seccidn); para su posterior analisis bioldgico.
Con el propo6sito de caracterizar las propiedades edéaficas del predio, se combinaron

muestras de ambas secciones (500 g), para su analisis fisicoquimico.
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Figura 5.16: Delimitacion y Muestreo secciones de Foco y Perifoco.

5.3.- Colecta de Hijuelos Calibre Toronja

Se identificaron 20 hijuelos de dos afios 0 mas de edad por predio (>14 cm de diametro),
categorizandolos segun la sanidad de la Planta Madre de la que se originaron en:
"Aparentemente Sana" y "Enferma”. El arranque se realiz6 empleando un "barreton”,
insertandolo transversalmente en un solo golpe entre el hijuelo y la planta madre (Figura
5.17-A) para seccionar el estolon. Se enterro el barretdn en la base de la pifia, realizando
movimientos de palanca de arriba-abajo para eliminar la sujecion restante de las raices
(Figura 5.17-B).

Una vez arrancado el hijuelo, se realizo el "Tostoneo™ con un machete 30 cm (Trupper);
eliminando raices a nivel del cuello y cortando transversalmente la base de las hojas
abiertas, conservando las del cogollo y recortando sus puntas (Figura 5.17 C-E). El
diametro del hijuelo se comprobo6 utilizando un "Aro de Calibre" de 14 cm de didmetro y
se etiqueto. Los hijuelos colectados se clasificaron en dos bloques (10 hijuelos/bloque)
segun la sanidad de la planta madre: Aparentemente Sanas y Enfermas. Cada bloque se
dividié en dos grupos (5 hijuelos/grupo), segun el lavado que se les realizaria: In situ y
Deshidratado (Figura 5.17-F, Figura 5.18).

41



Figura 5.17: Metodologia de Arranque y Tostoneo de hijuelos Agave tequilana Calibre
Toronja. A-B) Arranque de Hijuelo con Barreton, C-D) Tostoneo de Hijuelos con
machete, E) Etiquetado de Hijuelos y F) Clasificacion de Hijuelos en Grupos con base a

la obtencion de muestra (In situ-Deshidratada).
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5 Hijuelos P. Madres

Muestra CIE Sintomaticas
— Insitu
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Calibre —
Toronja 5 Hijuelos P. Madres
Muestra CIE Sintomaticas
—| Deshidratada
(14 ddc)

5 Hijuelos P. Madres
Aparentemente Sanas

Figura 5.18: Agrupacion de Hijuelos por grupo segun la cronologia de obtencion de
Muestra de CIE y Sanidad.

5.4.- Obtencién muestra de Carga Inoculo Externo (CIE) In situ

Para obtener la muestra de CIE de los grupos In situ, se realizé el lavado de cuello y la
base de las hojas de los hijuelos siguiendo el método CIFUSAG (Mendoza-Ramos et al.,
2020). El lavado de cada grupo de hijuelos se realizd empleando un litro de agua
desmineralizada estéril en una cubeta plastica de 15 L. Los hijuelos se sumergieron
parcialmente y se cepillaron con un cepillo plastico para desprender la mayor cantidad de
suelo adherido. Finalizado el lavado de los 5 hijuelos del bloque, la muestra se
homogeneiz6 utilizando un taladro modificado y se filtré con una malla plastica (abertura
2x2 mm) a otro recipiente de 2 L, dejando reposar la muestra durante 15 min para eliminar
el excedente de agua y recuperar el suelo en tubos Falcon estériles de 50 mL,
trasportandolos en hieleras con geles refrigerantes al laboratorio para su secado en sanitas
estériles, dentro de la campana de flujo laminar (12-24h). Una vez secas, Se conservaron

en refrigeracion (4°C), en tubos Falcon de 15 mL.
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Figura 5.19: Metodologia para la obtencion de muestra de Carga de Inoculo Externo

(CIE) en grupos de hijuelos correspondientes a lavado In situ, Método CIFUSAG
(Mendoza-Ramos et al., 2021). A) Lavado de Base de hojas con Agua Desmineralizada
Estéril y cepillo de plastico, B) Homogenizacion de la muestra empleando un taladro
modificado, C) Filtrado de muestra para eliminacion de residuos de tejido, D)
Sedimentacion de Muestra (15 min) para separaciéon de fases, E) Eliminacion de Fase
Acuosa y recuperacion de suelo y F) Tubo Falcon de 50 ml con Muestra de CIE para

traslado al laboratorio en hielera con geles refrigerantes.
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5.5.- Procesamiento de Hijuelos (Frescos-Deshidratados), Deshidratacion y
Muestra de CIE Deshidratada.

Todo el material colectado fue trasladado a las instalaciones del Rancho El Indio, ubicado
en Tequila, Jalisco, propiedad de SAUZA®. Se registrd el didmetro y peso fresco de los
hijuelos tostoneados. Manteniendo la trazabilidad, se separaron en sus grupos
correspondientes, y se expusieron exponiénd al sol sobre hojas de papel periédico por 14
dias (Figura 5.20 B-D). Cumplidos los 14 dias, se registré el didmetro y peso de los
hijuelos deshidratados. Se obtuvo la muestra de CIE Deshidratada, de los grupos
correspondientes, utilizando la metodologia previamente descrita, secando y

almacenandola en refrigeracion (4°C).

Figura 5.20: Procesamiento y Deshidratacion de Hijuelos. A) Medicion de peso y
didmetro, B) Hijuelos Frescos, C) Exposicion a la intemperie durante 14 dias para

deshidratacion y D) Hijuelos Post-Deshidratacion.
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5.6.- Eliminacion de Tejido Externo y obtencion de muestra de Tejido Interno de
Hijuelos

Se lavaron los hijuelos con agua de la llave, jab6n y un cepillo plastico. Con un machete
desinfestado con alcohol (70%), se eliminaron las hojas basales deshidratadas (Figura 5.21
A), exponiendo asi el tallo, que fue seccionado transversalmente (Figura 5.21 B), al igual
que las hojas del cogollo remanentes (Figura 5.21 C). El tejido externo restante, base de
hojas e inserciones esclerotizadas (dafio mecanico), se eliminé empleando una hoja de
“barretdén” desinfestada con alcohol (70%) (Figura 5.21 D). El tejido interno obtenido se
pesd y se fragmento; eliminando areas que presentasen esclerotizacion por dafios (Figura
5.21 E-F). Se realizo la des infestacion sumergiendo los fragmentos en soluciones de cloro
3% (2 min), alcohol al 70% (2 min), y tres lavados con agua desmineralizada estéril
(Figura 5.21 G-H).
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Figura 5.21: Obtencion de Muestra de Tejido Interno de Hijuelo. A) Eliminacion de hojas
basales deshidratadas, exposicion de cuello, B) Seccionamiento transversal del cuello con
un machete, C) Corte de hojas apicales y de cogollo, D) Eliminacién de tejido externo
restante e inclusiones esclerotizadas por dafio, E) Pesado de Tejido Interno, F)
Fragmentacion de Tejido interno para una des infestacion eficiente y G-H) Des infestacion
de Tejido Interno: Inmersion y lavado con Alcohol 70% (2 min.), Cloro 3 % (2 min.) y 3

enjuagues con agua desmineralizada esteril.
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5.7.- Macerado de Tejido Interno y obtencion de muestra de Carga de Inoculo
Interno Deshidratada (CII)

La maceracion del tejido interno se realizé en una licuadora industrial Blendtec, modelo
TB-621-26, a tres mil revoluciones/min. por 60 segundos, con una proporcion de dos ml
de agua desmineralizada estéril por cada gramo de tejido interno (2:1) (Figura 5.22 A-C).
El macerado resultante, se tamizé con una malla plastica (0.5x0.5 cm), eliminando el
gabazo (Figura 5.22 D-E), recolectando la fase acuosa para su sedimentacion por 15 min
(Figura 5.22 F). Se tom¢ una muestra de 50 mL del sobrenadante en un tubo Falcon estéril
de 50 mL (Figura 5.22 G-H), almacenandola a 4°C.

Figura 5.22: Macerado de Tejido Interno de Hijuelo y Obtencion de muestra de CII. A-
B) Establecimiento de proporcion de 1 gr de tejido interno: 2 ml de agua desmineralizada
estéril en licuadora Blendtec, modelo TB-621-26, C) Macerado a tres mil revoluciones
por 60 s, D-E) Tamizado con malla pléstica (0.5x0.5 mm) para eliminar el gabazo, F)
Sedimentacidn de muestra obtenida por 15 min., G-H) Toma de muestra de Sobrenadante

del Macerado de tejido Interno y recuperacién en tubo falcén 50 ml estéril.
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5.8.- Siembra del Sobrenadante del Macerado de Tejido Interno (CII).

Se sembraron 200 pL de la muestra del sobrenadante en Agar Nutritivo y PDA (0.25 g de
Cloranfenicol/L) con tres repeticiones por medio. Se incubaron a temperatura ambiente,
sin exposicién a la luz. El conteo de UFC se realizd a los 3 'y 7 DDS, para bacterias y
hongos, respectivamente. Se tomo fotografias de las siembras a los 10 DDS. Las colonias
putativas a Bacillus spp. se aislaron en Agar Nutritivo, mientras que las colonias putativas
a Fusarium spp. y Trichoderma spp., se aislaron en PDA (0.25 g de Cloranfenicol/L).

5.9.- Siembra de Muestras CIE (In situ-Deshidratada)

Se realizaron diluciones seriadas para las siembras de muestra de CIE (In situ y
Deshidratada) a partir de una Solucion Madre: 1.66 g de muestra de CIE seca en 14.94 ml
de agua desmineralizada estéril (1:9). Se empleo el factor de dilucion de 1x10* para
bacterias en Agar Nutritivo y 1x10°° para hongos en PDA y Komada (0.25 g de
Cloranfenicol/L), sembrando 100 pl en 3 repeticiones por medio. Se incubaron a
temperatura ambiente, sin exposicion a la luz. El conteo de UFC se realizb alos 3y 7
DDS, para bacterias y hongos, respectivamente. Se tomo fotografias de las siembras

originales a los 10 DDS.

Las colonias putativas a Bacillus spp. se aislaron en Agar Nutritivo, mientras que las
colonias putativas a Fusarium spp. y Trichoderma spp., se aislaron en PDA (0.25 g de

Cloranfenicol/L).

5.10.- Purificacién y conservacion de aislamientos putativas a Bacillus spp.

La purificacion de los aislamientos putativos a Bacillus spp. se realizd mediante “Estria
Cruzada” en Agar Nutritivo. A partir de un crecimiento mono colonial, se re aislo y
sembrd por estria normal en medio R2-Agar. A los 3 DDS, una vez obtenido un
crecimiento optimo, se re aislo de una colonia individual y se sembré Agar Nutritivo para
generar biomasa para su conservacion, la cual se realizé a los tres dias en crio tubos de 2

mL conteniendo 1 mL de glicerol al 10%.
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5.11.- Purificacion de Organismos Fungicos por Punta de Hifa

Tras confirmar la identidad de los aislamientos por sus caracteristicas culturales y
estructuras microscapicas, se sembraron en Agua-Agar (adicionado con 10 gotas de acido
lactico + 0.250 gr de cloranfenicol + 0.250 gr de estreptomicina/L). Se incubaron a
temperatura ambiente, sin exposicion a la luz. A los 3 DDS se realizé el aislamiento
mediante "punta de hifa": se cortd con una aguja de insulina cinco mL, un recuadro
superficial del medio (1x1 mm) que contuviera una Unica hifa y se sembr6 en SNA para
organismos putativos a Fusarium spp. y en PDA para Trichoderma spp.

5.12.- Obtencion de cultivos Monosporicos

A los 7DDS, se procedio a realizar cultivos monospdricos. Se tomd una muestra de
micelio, variando en cantidad dependiendo del organismo, y se diluyo en 1000 ul de agua
desmineralizada estéril (SM) en un tubo Eppendorf de 2 mL. La solucion se agito
vigorosamente y se realizaron diluciones seriadas, sembrando 100 pl de la dilucion de
1x10% en Saboraud y TSM para Fusarium spp. y Trichoderma spp., respectivamente. A
los 3DDS, se realiz6 el aislamiento de un crecimiento monoconidial en medio PDA (0.25

g de Cloranfenicol/L)

5.13.- Métodos de conservacion

A los 7 DDS, una vez que los aislados esporularon, se procedié a su conservacion,

empleando tres métodos diferentes:

50



B) Glicerol al 10% (Barbosa, et al., 2009):

 La solucion de glicerol al 10% se esterilizo en autoclave a
121°C durante 20 minutos. Posteriormente, se vertieron 1 mL de
esta solucion en criotubos de 2 mL previamente esterilizados,
dentro de la campana de flujo laminar. Utilizando una hoja de
bisturi, se seccionaron bloques (0.5x0.5 cm) de medio de cultivo
con micelio; introduciendo la mayor cantidad posible en los
criotubos de 2 mL, asegurandose su completa inmersion en la
solucion para generar una condicion anaerdbica. Se almacenaron
en un refrigerador a 4°C del cepario CP-LANREF con su
etiqueta correspondiente.

C) Silica Gel (pires-cunha, et al.,2015)

@ ° Se vertio silica gel (Meyer) hasta la mitad de su capacidad en
frascos de vidrio de 50 mL esterilizados especificamente para
este propdsito. Encima de la silica, se colocé un circulo de papel
filtro, para separarla del material conservado. En la caja Petri
que contenia el organismo, se afiadieron 2 mL de leche
descremada al 10% esterilizada, seguido de cuadros de papel
filtro de 5x5 mm para absorber la suspensién con micelio y
conidios. Los cuadros de papel filtro impregnados se
recolectaron con pinzas e introdujeron en el frasco,
asegurandose de evitar cualquier contacto con la boca o las
paredes del frasco. Se almacenaron en un refrigerador a 4°C del
cepario CP-LANREF con su etiqueta correspondiente.

Figura 5.23: Métodos de Conservacién Organismos Fungicos (Cepario CP-LANREF).
A) Tubo Inclinado (Gonzélez, et al., 2006), B) Glicerol al 10% (Barbosa, et al., 2009) y
C) Silica Gel (Pires-Cunha, et al., 2015).
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5.14.- Caracterizacién Cultural

A partir de las cepas conservadas en tubo inclinado, se tomd una muestra de micelio,
sembrandose en Medio Agua-Agar para eliminar cualquier contaminacion bacteriana.
Cumplidos los 3 DDS, y previo a la esporulacion, se cortaron cuadros de medio de 0.5x0.5
cm y se colocaron en el centro de una caja de Petri grande con el medio de cultivo
especifico utilizado para caracterizar a cada organismo. Incubandose los primeros tres dias
dentro de una camara de incubacidn sin exposicion luz. En el cuarto dia, se renové el sello
de Parafilm y se expusieron a luz durante 24 horas al dia, durante los siete dias restantes,
para promover la pigmentacion y correcta esporulacion de las colonias (Reyes, et al.,
2018).

En base al organismo, se realizo la siembra en los medios de cultivos correspondientes de

acuerdo con la literatura consultada:

Fusarium spp.: Se emplearon los medios de cultivo PDA y Saboraud (Estrada,
2019).

Trichoderma spp.: Se emplearon los medios de cultivo PDA 'y V8 (Mukherjee,
2013)

A los 10 DDS, se tomaron fotografias del anverso y reverso de las colonias, procediendo

con su caracterizacion, en base a las siguientes variables:

e Crecimiento Colonial:
v" Circular
v Ondulado
v' Irregular
e Cantidad de Micelio:
v Escaso
v Moderado
v Abundante
e Color Colonial Anverso y Reverso: Se empled la escala de colores
RGB, propuesta por la Royal Horticulture  Society
http://rhscf.orgfree.com/
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Debido a la gran cantidad de aislamientos de Fusarium spp. obtenidos a partir de muestras
de CIE, se empled la caracterizacion cultural, especialmente en el medio de cultivo
Saboraud, como método de agrupacién entre morfotipos similares, infiriendo un
parentesco filogenético, con el fin de seleccionar las cepas representativas para realizar su
secuenciacion. Se consideraron, ademas, variables como la prevalencia, la toma de
muestra, el pH y la sanidad de la planta madre de donde se obtuvieron los aislados, para

definir aquellos que presentasen un mayor interés desde el punto de vista agronémico.

5.15.- Extraccion de ADN, PCR y Secuenciacion

A partir de 146 aislados putativos a Fusarium spp. caracterizados culturalmente se
seleccionaron 71 aislados para su identificacion molecular, 47 aislados de CIE Y 24
Endofitos. Junto con los 21 aislados putativos a Trichoderma spp. obtenidos.

El gen empleado fue EF-1a, previamente identificados por su consistencia con éste
ensamble de especies de Fusarium spp. en agave azul (LOpez-Bautista et al., 2020). La
extraccion de ADN se realizd con el protocolo AP (SDS 1%) (Sambrook y Russell, 2001)
modificado. EI ADN se cuantifico y determind su calidad por espectrofotometria con
Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA), posteriormente se ajusto a 40 ng/Ml.
Para PCR el volumen final del mix de reaccion fue de 25 pL [1X de 32 buffer de PCR
(10X), 1.6 mm de MgClI2, 0.16 mm de desoxinucleétidos trifosfato (ANTP’s), 200 nM de
cada iniciador, EF1* (5°-~ATG GGT AAG GAR GAV AAG AC) / EF2* (5°-GGA DGT
ACC AGT RAT CAT G), 0.5 U de Platinum® Tagq DNA polimerasa (Invitrogen) y 2.5
puL de ADN (40 ng pL-1). Se utilizo el termociclador T-100 de BioRad. El programa de
termociclaje consistié en: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min y 30 ciclos con
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineamiento a 58 °C por 40 s, extension a 72
°C por 55 s y una extensién final de 72 °C por 7 min. Los fragmentos amplificados se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y TBE 1X. Cada deposito del gel
se cargd con 4 pL del producto de PCR y 4 pL de buffer de carga (PROMEGA). Se us6
el marcador de peso molecular (MMP) 1KB plus de Invitrogen con 1.5 uL+4 uL buffer.
El gel se sometio a 90 volts por 90 min. Se tifio con bromuro de etidio al 1.4% (Life-

Technologies) y se vizualizo en fotodocumentador (UVP- Biolmaging Systems) con luz
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ultravioleta. Una vez confirmada la amplificacion de interés, el producto de PCR

respectivo se secuencid con el servicio comercial de Macrogen Inc., Korea.

5.16.- Factores y Variables del Anélisis Experimental

Factores Experimentales:

e Incidencia (Alta-Baja): Determinada por el muestreo inicial de incidencia
SMAP.

e pH (pH<5-pH>5): Rango del pH de suelo (potenciémetro).

e Sanidad (Enferma-Sana): Planta Madre con sintomas de SMAP o
Aparentemente Sana.

e Edad (0-14 dias): Muestra CIE In situ o Deshidratada.

Variables:

e FT: No. UFC putativas a Fusarium spp.
e IF: indice de Fusarium spp. (Lopéz-Bautista et al., 2019) como una

cuantificacion de la carga de inoculo:

IF = FT
" HT

Donde:
IF= indice de Fusarium spp.
FT= No. de UFC putativas a Fusarium spp.
HT= No. de UFC de Hongos Totales.

5.17.- Analisis Estadistico

Se utilizo el software SAS version 9.4 para realizar el analisis estadistico de las variables
cuantitativas de FT e IF. Dada la naturaleza semi selectiva del medio Komada para
Fusarium spp., se realizaron analisis independientes por medio de cultivo. Se determino
la normalidad de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk (p>=0.05) usando
PROC UNIVARIATE y la funcion NORMAL. Para variables que no cumplieron con los
criterios de normalidad se aplicé un analisis no paramétrico, anidando PROC RANK y
PROC GLM. Para FT e IF, el disefio experimental fue en parcelas subdivididas, por

Incidencia, considerando el factor Edad como parcela grande, pH mediana y Sanidad
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parcela pequefia. En particular, en la variable Rank-FT para el factor Alta Incidencia en
PDA, se realizaron pruebas de T con PROC TTEST, para fines validatorios en

interacciones marginalmente significativas.
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6.- RESULTADOS

6.1.- Efecto de la deshidratacion de 14 dias en hijuelos de Agave tequilana Calibre

Toronja
FRESCO
0 dias
| ,“
Reduccion
(Deshidratacion)
x=13.35cm x=-10.6%
(£0.5 cm) (£2.6 %)
\\_L
x=2,292.75¢g X=-31.4%
(£295 2) (£2.6 %)

Figura 6.24: Mediciones (didmetro y peso) de 160 hijuelos calibre Toronja de Agave
tequilana, recién arrancados y post-deshidratacion (14 dias) emulando practica agricola

convencional para reducir pudriciones bacterianas y promover enraizamiento.

La planteas del género Agave L. son plantas xeréfitas con adaptaciones morfoldgicas que
les permiten prosperar en ambientes con altas temperaturas y de agua. Estas adaptaciones
incluyen hojas suculentas con cuticulas gruesas, acumulacion de ceras y baja frecuencia
de estomas. Ademas, presentan metabolismo CAM, permitiendo la apertura estomatica y
asimilacion de CO2 durante la noche, minimizando la transpiracion. Este mecanismo
permite un flujo eficiente de agua almacenada en el parénquima medular, al clorénquima,
confiriendo la capacidad de soportar periodos prolongados de sequia incluso superiores a
siete afios (Pimienta-Barrios et al., 2001; Nobel et al., 2003; Matiz et al., 2013).

De los 160 hijuelos de Agave tequilana Calibre Toronja recolectados, se obtuvo un
didmetro fresco promedio de 13.35 cm, medido con un vernier, con una minima

variabilidad de 0.5 cm debido a la caracteristica intrinseca del Calibre Toronja de tener un
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didmetro >12 cm. El peso promedio, incluyendo las hojas jévenes adyacentes al cogollo
que se conservaron para su proteccion (practica estandar regional), fue de 2,292.75 ¢
(295 g).

La deshidratacién se llevé a cabo mediante exposicion al sol en las instalaciones de
Rancho “El Indio” en Tequila, Jalisco (20°53°47°°N, 103°53°07°’W; 1,174 msnm) durante
el periodo del 23/03/2022 al 23/04/2022. Durante este tiempo, las temperaturas maximas
y la radiacion solar fueron de 32.1°C y 299.84 W/m2 en marzo, y de 34.2°C y 324.83
W/m2 en abril. La deshidratacion, estandarizada a 14 dias, es una practica generalizada
dentro de la DOT para reducir la incidencia de pudriciones, promover el enraizamiento y
cicatrizacion de heridas del corte (Mendoza-Ramos, 2020).

Después de los 14 dias de deshidratacion, manteniendo la trazabilidad mediante etiquetas,
se repitieron las mediciones. El didmetro promedio mostré una reduccion del 10.6%
(x2.6%), resultando en 11.92 cm (£0.5), desvidndose marginalmente de los estandares del
calibre establecidos al momento de la recoleccion. El peso promedio de los hijuelos post-
deshidratacion fue de 1,577.43 g (£295 g), presentando una reduccién promedio de 31.4%
(x2.6%) respecto a su peso fresco. Los tejidos de las hojas jovenes adyacentes al cogollo
y la base de las hojas basales presentaron los efectos mas visibles. Sin embargo, la
capacidad de resistencia al estrés hidrico de Agave tequilana, permite que esta dréstica

deshidratacion no tenga efecto sobre la viabilidad del material propagativo.

Ramirez-Tobias et al. (2014) sometieron a seis especies de Agave spp., incluyendo Agave
tequilana, a condiciones de potencial hidrico (¥) de -0.7 a -3.5 MPa para evaluar
crecimiento, distribucion de biomasa, grosor foliar y contenido de prolina. A menor
disponibilidad de humedad (-3.5 MPa), se observé la inhibicién sintesis de biomasa. Sin
embargo, el nimero de hojas y la cobertura de la planta se mantuvieron estables en Agave
tequilana, A. duranguensis, A. lechuguilla y A. salmiana. La redistribucién de biomasa y
el aumento del contenido de prolina varid entre especies, mostrando respuestas
fisiolégicas y bioquimicas diversas que reflejan su amplia tolerancia a condiciones

ambientales adversas.
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Adicionalmente, estudios realizados por Linton y Nobel (2001) determinaron que Agave
tequilana reduce su conductividad hidraulica (Kh), un pardmetro del transporte y
mecanica de fluidos dentro de los vasos conductores, en un 50% bajo condiciones de estrés
hidrico desde W -1.72 MPa. Esto indica una adaptacién ecoldgica ante el déficit hidrico,
aumentando la resistencia al flujo del agua a través de los vasos conductores y moderando

la pérdida de liquido en condiciones de sequia.

No se encontraron efectos significativos de los factores experimentales (Incidencia de
SMAP, pH, Sanidad PM) en las medias de las mediciones frescas y/o deshidratadas. Hasta
donde se tiene reporte no se han realizado estudios sobre los efectos de la deshidratacion
en la carga de inoculo interno y externo de Fusarium spp. en hijuelos de Agave tequilana

y/o otros cultivos.

58



6.2.- Carga de Inoculo Interno (CIl) en hijuelos de Agave tequilana post-

deshidratacion:

ENFERMA

F. verticilloides F. bostrycoides

BAJA INCIDENCIA

F. nygamai

F. falciforme F. verticilloides F. verticilloides F. proliferation

16

F. verticilloides

Figura 6.25: Carga de Inoculo Interna (CII) 1/2: Caracterizacion Cultural (anverso y
reverso) en medio de cultivo Saboraud de Fusarium spp. (complejo y especie) aislados
del sobrenadante del macerado de tejido interno de hijuelos de Agave tequilana
deshidratados durante 14 dias colectados en predios con Baja incidencia de SMAP.
Identificacién molecular por: gen EF-1. Foto a los 10 dias después de la siembra.
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F. verticilloides F. verticilloides F. oxysporum
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F. verticilloides F. lactis F. oxysporum F. lactis
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F. psendocircinatum F. verticilloides F. verticilloides

F. verticill oides F. verticilloides F., verticilloides

Figura 6.26: Carga de Inoculo Interna (CII) 2/2: Caracterizacion Cultural (anverso y
reverso) en medio de cultivo Saboraud de Fusarium spp. (complejo y especie) aislados
del sobrenadante del macerado de tejido interno de hijuelos de Agave tequilana
deshidratados durante 14 dias colectados en predios con Alta incidencia de SMAP.

Identificacién molecular por: gen EF-1. Foto a los 10 dias después de la siembra.
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6.2.1- Presencia de Fusarium spp. y Trichoderma spp. en hijuelos de Agave tequilana

post-deshidratacion:

Derivado de la recoleccién de 160 hijuelos calibre toronja de Agave tequilana en la region
de Valles, Jalisco y su posterior deshidratacion durante 14 dias mediante la exposicion al
sol. Se determino la Carga de Inoculo Interno Deshidratada (CI1), mediante la siembra del

sobrenadante del macerado de tejido interno deshidratado en medio PDA (3 rep./hijuelo).

En predios con baja incidencia del sindrome de marchitez y pudricion del cogollo (SMAP)
(Figura 6.27), Fusarium spp. se aisl6 como enddfito sobreviviente a la deshidratacion en
9 de los 80 hijuelos colectados. La incidencia fue mayor en plantaciones con un pH>5
(7/9 hijuelos), mientras que los dos hijuelos restantes provinieron de un predio de pH acido
(pH<b), en el predio restante (P5) no se detectd la presencia Fusarium spp. en el tejido
interno; sin embargo, se encontré la presencia de un Trichoderma spp. endofito
sobreviviente a la deshidratacion en un hijuelo originado de planta madre (PM) sana. La
distribucion de la presencia de Fusarium spp. en el tejido interno de los 9 hijuelos con
respecto a la salud de las plantas madre fue la siguiente: 6/9 hijuelos se originaron de PM

sanas y 3/9 de PM enfermas.

La secuenciacion del gen EF-1 de los Fusarium spp. aislados revel6 la presencia de 3

complejos de especies:

e Fusarium Fujikoroi Species Complex (FFSC): Este complejo fue el mas
abundante y diverso, con al menos un aislado por predio con presencia de
Fusarium spp. Se obtuvieron un total de 6 aislamientos, agrupados en 3 especies
diferentes:

o F. verticillioides (4/6): Esta especie fue la mas prevalente; con 3
aislamientos obtenidos de hijuelos originados de PM Sana y 1 de PM
Enferma.

o F. proliferatum (1/6): Se aislo de un hijuelo de PM Enferma.

o F. nygamai (1/6): Se aisl6 de un hijuelo con PM Sana.
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Fusarium Solani Species Complex (FSSC): Este complejo fue el segundo mas
diverso en tejido interno de hijuelos, representado por 2 especies:

o F. bostrycoides: Se aisl6 de un hijuelo de PM enferma del predio P2

(pH<5).

o F. falciforme: Se aislé de un hijuelo de PM sana del predio P4 (pH>5).
Fusarium Oxysporum Species Complex (FOSC): Este complejo fue el menos
diverso, con 2 aislados pertenecientes a la misma especie: F. oxysporum. Los
aislamientos se obtuvieron de hijuelos del mismo predio (pH>5), ambos de PM

Sanas, pero con diferentes caracteristicas coloniales.
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Figura 6.27: Modelo relacional de hijuelos de Agave tequilana con presencia de
Organismos de Interés Agrondmico (Fusarium spp. y Trichoderma spp.) sobrevivientes a
la deshidratacion de 14 dias, colectados en predios con Baja incidencia del sindrome de
marchitez y pudricion de cogollo (SMAP); con base al disefio experimental planteado.
Caracterizacion cultural (anverso y reverso) en medio de cultivo Saboraud y V8,
respectivamente. Foto: 10 dias después de la siembra. Identificacion molecular: gen EF-
1. Numeracién correspondiente a caracterizacion original (Figura 6.25)
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En los predios restantes, con alta incidencia de SMAP (Figura 6.28), se aisl6 a Fusarium
spp. como un enddfito sobreviviente a la deshidratacion en 12 de los 80 hijuelos
colectados. Esta presencia se distribuy6 equitativamente entre las dos clases de pH en las
que se clasificaron los predios. Sin embargo, en la clase de pH>5, los 6 hijuelos con
presencia de Fusarium spp. provinieron Unicamente del predio 1; el predio restante no
presento ningln organismo flngico de interés agronémico. Respecto a la sanidad de PM,
la presencia de Fusarium spp. en el tejido interno de los hijuelos también se distribuy6
equitativamente: 6 de los 12 aislamientos se obtuvieron de PM sanas y los otros 6 de PM
enfermas. Ademas, se encontr6 un Trichoderma spp. enddfito sobreviviente a la

deshidratacion en un hijuelo originado de una planta madre sana en un predio con pH<5.

En predios con Alta Incidencia de SMAP, se identifico la presencia de 2 complejos de

especies:

e Fusarium Fujikoroi Species Complex (FFSC): Este complejo fue el mas
abundante y diverso, con al menos un aislado por predio; se obtuvieron un total de
12 aislamientos, agrupados en 3 especies diferentes:
o F. verticillioides (8/12): Nuevamente, esta especie fue la mas prevalente,
con 5 aislamientos obtenidos de hijuelos originados de PM Sanay 3 de PM
Enferma.
o F. lactis (3/12): Se aislo de 2 hijuelos de plantas madre enfermas y 1 de
planta madre sana.
= En el predio 8 (pH<5), se aislo F. lactis y F. verticillioides del
mismo hijuelo originado de PM Sana.
o F. pseudocircinatum (1/12): Se aislo de un hijuelo con PM Sana.
e Fusarium Oxysporum Species Complex (FOSC): Este complejo fue el segundo
mas prevalente, con 2 aislados pertenecientes a la especie F. oxysporum, ambos

obtenidos de PM Enferma y de predios con pH<5.
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Figura 6.28: Modelo relacional de hijuelos de Agave tequilana con presencia de
Organismos de Interés Agrondmico (Fusarium spp. y Trichoderma spp.) sobrevivientes a
la deshidrataciéon de 14 dias, colectados en predios con Alta incidencia del SMAP; con
base al disefio experimental planteado. Caracterizacion cultural (anverso y reverso) en
medio de cultivo Saboraud y V8, respectivamente. Foto: 10 dias después de la siembra.
Identificacion molecular: gen EF-1. Numeracion correspondiente a caracterizacion
original (Figura 6.26)
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6.2.2.- Prevalencia de Fusarium spp. y Trichoderma spp. en tejido interno de hijuelos

de Agave tequilana post-deshidratacion:

Debido al desproporcionado ndmero de hijuelos y siembras sin crecimientos de UFC

Fusarium spp., posiblemente debido al efecto de la dréstica deshidratacion de los hijuelos,

con una pérdida promedio de peso fresco superior al 30% (Figura 6.24), en la dindmica

de las poblaciones enddfitas; lo cual imposibilita un correcto analisis de varianza, se optd

por utilizar representaciones graficas:

En predios de Baja incidencia de SMAP (Figura 6.29), se contabilizaron en total 19 UFC

Fusarium spp. en 240 siembras (80 hijuelos):

En predios con pH<5 (P2 y P5), se contabilizaron 9 UFC en total en un unico
predio (P2); sin embargo, solo se identificaron 2 especies: F. verticillioides (FFSC)
y F. bostrycoides (FSSC). De las 9 UFC, 8 provinieron de un mismo hijuelo de
PM Sana; debido a sus caracteres culturales idénticos se dedujo que se trataba del
mismo organismo, identificado como F. verticillioides, probablemente debido a la
maceracion de micelio endofito, Esta especie no genera Clamidosporas
(estructuras de resistencia) (Leslie y Sumerell, 2006).
F. bostrycoides se aislo a partir de una unica colonia en un hijuelo de PM Enferma,
no se tiene reportes de la generacion de clamidosporas por parte de especie.

o Trichoderma spp. se aislé de una Unica colonia proveniente de un hijuelo

con planta madre sana.

En predios con pH>5 (P4 y P6) se registraron un total 10 UFC. De estas, 7
procedieron de hijuelos con PM Sana; Unicamente se contabiliz6 una UFC en el
Predio 6, identificada como F. nygamai, esta especie se distingue de F.
verticillioides y F. thapsinum, por su habilidad de producir clamidosporas lisas o
rugosas formadas en el medio HCA después de 2-4 semanas y en el medio SNA
después de 4- 6 semanas, explicando su sobrevivencia a la deshidratacion
(Martinez-Fernandez et al., 2015)
Las 6 UFC restantes correspondieron a 5 aislamientos en las siembras de 4

hijuelos del predio 4, correspondientes a 3 especies distintas:
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o F. verticillioides (FFSC): Se aisld de los hijuelos H2S y H8S, a partir de 1
y 2 UFC respectivamente.

o F. oxysporum (FOSC): Se aisl6 de H7S Y H8S, ambos de una sola UFC,
esta especie se caracteriza por la produccién de clamidosporas abundantes,
globosas o subglobosas, de 8-10 um, de superficie lisa, terminales o
intercalares, solitarias, en pares o formando cadenas cortas (Martinez-
Fernandez et al., 2015).

= Se destaca la presencia F. verticillioides y F. oxysporum en un
mismo hijuelo (H8S).

o F. falciforme (FSSC): Se aislé a partir de una tunica UFC en hijuelo de PM
Sana (H4S), esta especie tiene la capacidad de producir clamidosporas
globosa, rugosa y bicelular (Ayala-Armenta, 2020).

e Las 3 UFC restantes se contabilizaron en 2 hijuelos de PM Enferma del predio 4,
correspondientes a 2 aislados del complejo FFSC:

o F. veticillioides: Se encontraron 2 UFC en el hijuelo H7E.

o F. proliferatum: Se identific6 1 UFC en el hijuelo H10E, Esta especie no
genera Clamidosporas (estructuras de resistencia) (Leslie y Sumerell,
2006).
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Figura 6.29: Modelo relacional de numero de hijuelos de Agave tequilana/UFC
Organismos de Interés Agrondmico (Fusarium spp. y Trichoderma spp.) /Diversidad de
Organismos de Interés Agrondmico; sobrevivientes a la deshidratacion de 14 dias,
colectados en predios con Baja incidencia del sindrome de marchitez y pudricion de
cogollo (SMAP); con base al disefio experimental planteado. Caracterizacion cultural
(anverso y reverso) en medio de cultivo Saboraud y V8, respectivamente. Foto: 10 dias
después de la siembra. Identificacion molecular: gen EF-1. Numeracion correspondiente
a caracterizacion original (Figura 6.25).
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En predios de alta Incidencia de SMAP (Figura 6.30), se contabilizaron en total 23 UFC

Fusarium spp. en 240 siembras (80 hijuelos).

En los predios con pH<5 (P3 y P8) se contabilizaron un total de 11 UFC, 6 de las cuales
procedieron de 3 Hijuelos con PM Sana:

e 2/6 UFC se contabilizaron en los hijuelos H8S y HIS del predio 3, obteniendo
dos aislamientos de F. verticillioides. Las 4 UFC restantes se contabilizaron en
el hijuelo H1S de donde se aisl6 F. verticillioides y F. lactis (no se tienen
reportes de la capacidad de esta especie de producir clamidiosporas) a partir de
3 UFC y 1 UFC respectivamente.

Las 5 UFC restantes se contabilizaron en 3 Hijuelos de PM Enferma:

e 4/5 UFC correspondieron a 2 aislamientos de F. oxysporum: 3 UFC en el
hijuelo H6E del predio 3 y una UFC del hijuelo H1E del Predio 8. La UFC
restante correspondié a F. lactis en el hijuelo H7E del Predio 8.

e Trichoderma spp. se aisld de una Gnica colonia obtenida de un hijuelo con PM

Sana.

En los predios con pH>5 (P1y P7) se registraron un total de 12 UFC en total, todas ellas

en el predio 1:

e 5 UFC se contabilizaron en 3 Hijuelos de PM Sana: correspondientes a 3
aislamientos del complejo FFSC: F. pseudocircinatum se aisl6 de una tnica UFC
en el hijuelo H6S, esta especie no produce clamidosporas, pero algunas cepas
llegan a producir hifas hinchadas que pueden semejarse a clamidosporas o
pseudoclamidosporas (Leslie y Summerell, 2006).

Las 4 UFC restantes correspondieron a 2 aislamientos de F. verticillioides en los
hijuelos H9S (1 UFC) y H10S (3 UFC).

e Las 7 UFC restantes se contabilizaron en 3 Hijuelos de PM Enferma
correspondiendo a 3 aislamientos del complejo FFSC: 5 UFC correspondieron a
un aislamiento de F. lactis en el hijuelo H6E. Las 2 UFC restantes correspondieron

a 2 aislamientos monocoloniales de F. verticillioides en los hijuelos H2E y H10E.
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Mendoza-Ramos (2020) analiz6 la presencia de Fusarium spp. en tejido fresco de hijuelos
de Agave tequilana recién arrancados, determinando que la base de las hojas presentaba
la mayor cantidad de UFC de Fusarium spp. (75%), coincidiendo con lo reportado por
Lépez-Bautista (2019). Sin embargo, para asegurar la condicion endofitica en el presente
experimento, se elimind gran parte de este tejido (Figura 5.22 C-E), principalmente la
parte externa. Durante el macerado del tejido interno resultante, se eliminé mediante
tamizado el "gabazo" (Figura 5.22 D-E), compuesto principalmente por fibras de la base
de las hojas, las cuales no pueden ser maceradas. Esto podria ser una explicacion
alternativa de la baja carga de inoculo presente en las siembras. A pesar de emplear
hijuelos de calibre Toronja (<2 afios), que presumiblemente deberian haber tenido una
mayor interaccion con aislados patogenicos de Fusarium spp. que hijuelos de menor

calibre (menor edad), presentaron un escaso numero de UFC.
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Figura 6.30: Modelo relacional de numero de hijuelos de Agave tequilana/UFC Organismos de Interés

Agronodmico (Fusarium spp. y Trichoderma spp.) /Diversidad de Organismos de Interés Agronémico;

sobrevivientes a la deshidratacion de 14 dias, colectados en predios con Alta incidencia del sindrome de

marchitez y pudricion de cogollo (SMAP); con base al disefio experimental planteado. Caracterizacion

cultural (anverso y reverso) en medio de cultivo Saboraud y V8, respectivamente. Foto: 10 dias después de

la siembra. Identificacién molecular de Fusarium spp. por: gen EF-1. Numeracion correspondiente a

caracterizacion original (Figura 6.26)
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6.2.3.- ldentificacion de complejos/especies de Fusarium spp. endoéfitos
sobrevivientes a la deshidratacion en hijuelos de Agave tequilana y su patogenicidad

en otros cultivos en México:
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Figura 6.31: Agrupacion por Complejo/Especie de Fusarium spp. aislados del
sobrenadante del macerado de tejido interno de hijuelos Agave tequilana, con base en la
sanidad de la planta madre de donde se originaron. Caracterizacion cultural (anverso y
reverso) en medio de cultivo Saboraud. Foto: 10 dias después de la siembra. Identificacion
molecular por: gen EF-1. Numeracién correspondiente a caracterizacion original (Figura
6.25-26)
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A partir de la secuenciacion del gen EF-1 de los 24 aislamientos, se identificaron 8
especies diferentes de Fusarium spp. en el tejido interno de los hijuelos calibre Toronja
de Agave tequilana, sometidos a un periodo de deshidratacion de 14 dias mediante
exposicion solar (Figura 6.31). Estas especies se agruparon en 3 complejos distintos:

e FFSC: Con 18 de los 24 aislamientos pertenecientes a €l, distribuidos en 5
especies, este complejo fue el mas numeroso y diverso en tejido interno:

o F. verticillioides: 12 de los 18 aislamientos del complejo Fujikoroi

pertenecieron a esta especie. Ocho de ellos se obtuvieron de hijuelos
provenientes de PM sana, mientras que los cuatro restantes se originaron
de PM enferma. Las colonias de esta especie exhibieron una apariencia
algodonosa con bordes regulares, y en algunos casos, bordes méas densos y
abultados. El micelio fue de moderado a abundante, con tonalidades que
variaron de blancas a rosadas. En el reverso de las colonias se observaron
pigmentaciones principalmente en tonos salmon, blanco y rojo oscuro. En
algunas colonias, se observaron inserciones miceliales en el medio de
cultivo con tonalidades mas oscuras que se extendieron desde el centro
hacia los bordes, formando un patron radial.
Esta especie esta reportada en México como el agente causal de diversas
enfermedades en una gran diversidad de hospedantes: Zea mayz (Maiz):
“Pudricion de la mazorca” (Zacamo-Velasquez et al., 2023), Fragaria spp.
(Fresa): “Secadera de la Fresa” (Mariscal-Amaro et al., 2017), Solanum
tuberosum (Papa): “Pudricion seca de la papa” (Garcia-Avial et al., 2018),
Triticum aestivum (Trigo): “Amarillamiento o Madurez prematura del
trigo” (Rangel-Castillo et al., 2017), Saccharum officinarum (Cafia de
azucar): “Marchitez” (Martinez-Fernandez et al., 2015)

o F. lactis: Esta especie fue la segunda méas abundante, con 3 aislamientos
pertenecientes a ella; 2 en hijuelos de PM enferma y 1 en PM sana. Las
colonias de esta especie mostraron una apariencia algodonosa con bordes
irregulares y tonos amarillentos visibles tanto en el anverso como en el

reverso; exhibieron una velocidad de crecimiento reducida y no cubrieron
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completamente la caja de cultivo. EI micelio fue moderado, con
tonalidades que variaron desde blancas hasta naranjas brillantes.

Esta especie esta reportada en México en Agave salmiana como el agente
causal de la enfermedad “pudricién de las yemas” (Romero-Cortes et al.,
2023)

F. nygamai: EIl unico aislamiento se obtuvo de un hijuelo procedente de
PM sana. Present6 un micelio moderado de color blanco, con tonalidades
amarillentas en el reverso; los bordes irregulares surgieron debido a un
cambio en el patron de crecimiento a partir de la zona media, pasando de
un crecimiento uniforme a uno radial.

Esta especie esta reportada en Zea mayz (Maiz) como el agente causal de
“Pudricion de raiz y tallo” (Leyva-Madrigal et al., 2015; Velarde et al.,
2018); Saccharum officinarum (Cafia de azlicar): “Marchitez” (Martinez-
Fernandez et al., 2015); Physalis ixocarpa (Tomate de Cascara):
“Marchitez” (Ayala-Armenta et al., 2022)

F. pseudocircinatum: Este aislamiento se obtuvo de un hijuelo procedente
de PM sana. Presentd un micelio moderado de color blanco, con
tonalidades rosaceas en el reverso agrupadas en anillos concéntricos; los
bordes irregulares surgieron debido a un cambio en el patrén de
crecimiento a partir de la zona media, pasando de un crecimiento uniforme
a uno radial.

Esta especie esta reportada Swietenia macrophylla (Caoba) como el agente
causal de: “Malformacién de la caoba de hoja grande” en el municipio de
La huerta, Jalisco, dentro de la DOT (Santillan-Mendoza, et al., 2020). Su
presencia puede ser atribuida a la adaptacion de la especie de un
hospedante forestal a Agave tequilana, por la presion de seleccion
propiciada por la expansién de su superficie cultivada a terrenos silvicolas,
como consecuencia del aumento del precio del Agave. En Mangifera
indica (Mango) esta reportado como el agente causal de: “Malformacion
del mango (MMD)” (Freeman et al., 2015).
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o F.proliferatum: Se aislé de un hijuelo proveniente de PM enferma. Mostro
un micelio blanquecino abundante con tonalidades amarillentas en el
reverso, bordes extremadamente irregulares con una reduccién en la
densidad al alejarse del centro; exhibié una velocidad de crecimiento
reducida y no cubrié completamente la caja de cultivo.

Esta especie esta reportada en Fragaria spp. (Fresa): “Secadera de la

Fresa” (Mariscal-Amaro et al., 2017); Triticum aestivum (Trigo):

“Amarillamiento o Madurez prematura del trigo” (Rangel-Castillo et al.,

2017); Saccharum officinarum (Cafia de azlicar): “Marchitez” (Martinez-

Fernandez et al., 2015); Allium sativum (Ajo): “Pudricion Basal del Ajo”

(Delgado-Ortiz et al., 2016); Mangifera indica (Mango): “Malformacion

del mango (MMD)” (Molina-Céardenas et al., 2023); Vanilla planifolia

(Vainilla): “Pudricion del tallo y raiz” (Adame-Garcia et al., 2015);

Phaseolus vulgaris (Frijol): “Pudricion de raiz y tallo” (Elos et al., 2005).

e FOSC: Aunque constituyo el segundo complejo mas prevalente (4 de los 24

asilamientos totales), fue el menos diverso; 2 aislamientos provinieron de hijuelos
con PM sana y 2 de hijuelos con PM enferma.

o F. oxysporum: Esta especie fue la uUnica de este complejo aislada en el
tejido interno de hijuelos post- deshidratacion, con los 4 aislamientos
correspondientes a ella. Las colonias presentaron un aspecto algodonoso
con un micelio de moderado a abundante; las tonalidades oscilaron de
blancas a rosadas, con una predominancia del ultimo color en el reverso de
las colonias. No se observé una correlacion entre la pigmentacion colonial
y la sanidad de la PM; los bordes de las colonias fueron principalmente
regulares.

Esta especie esta reportada en Fragaria spp. (Fresa): “Secadera de la
Fresa” (Mariscal-Amaro et al., 2017); Solanum tuberosum (Papa):
“Pudricion seca de la papa” (Garcia-Avial et al., 2018); Triticum aestivum
(Trigo): “Amarillamiento o Madurez prematura del trigo” (Rangel-Castillo
et al., 2017); Saccharum officinarum (Cafia de azlcar); ‘“Marchitez”

(Martinez-Fernandez et al., 2015); Vanilla planifolia (Vainilla):
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“Pudricion del tallo y raiz” (Adame-Garcia et al., 2015); Phaseolus
vulgaris (Frijol): “Pudricion de raiz y tallo” (Elos et al., 2005); Citrullus
lanatus (Sandia): “Pudriciéon de la raiz” (Renteria-Martinez et al., 2018);
Physalis ixocarpa (Tomate de Cascara): “Marchitez” (Ayala-Armenta et
al., 2022)

e FSSC: A pesar de ser el complejo menos prevalente, con solo 2 de los 24
aislamientos, fue el segundo mas diverso, con 2 especies distintas; cada una aislada
de distinta sanidad de PM:

o F. falciforme: Aislada de un hijuelo de PM Sana. Presento micelio
moderado de color blanquecino, con una apariencia polvosa, y exhibio
anillos conceéntricos de color marrén claro en el centro de la colonia,
visibles tanto en el anverso como en el reverso; los bordes fueron regulares.
Esta especie esta reportada en Citrullus lanatus (Sandia): “Pudricion de la
raiz” (Renteria-Martinez et al., 2018); Annona muricata (Guanabana)
“Pudricion y Necrosis de Tallo y Raiz” (Cambero-Ayon et al., 2023);
Phaseoulus vulgaris (Frijol) “Marchitez y Necrosis del Tallo” (Diaz-
Najera et al., 2022); Zea mays (Maiz) “Pudricion del Tallo” (Douriet-
Angulo et al., 2019); Allium cepa (Cebolla) “Pudricion Basal de la cebolla”
(Tirado-Ramirez et al., 2018)

o F. bostrycoides: La colonia mostré micelio de aspecto polvoso, creciendo
al ras del medio de cultivo, con anillos concentricos de color café obscuro
hasta la mitad de la colonia, a partir de la cual el crecimiento fue uniforme
y de color blanguecino; los bordes fueron ondulados. En el reverso, el
medio de cultivo adquiri6 una pigmentacion café-rojiza brillante,
probablemente derivada de una alta produccion de metabolitos volatiles,
siendo mas intensa debajo de la parte café de la colonia.

Esta especie no tiene reportes como patdgeno en México. En Brasil esta
reportada en Passiflora edulis (Maracuya amarillo): “Marchitez” (Ninos,
et al., 2021). En Puerto Rico esta reportada en Coffea spp. (Café):
“Pudricion del Fruto Café (CFR)” asociada a Hypothenemus hampei

(Broca del café) como vector del patdgeno (Serrato-Diaz et al., 2024).
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6.2.4.- Reportes previos en Agave tequilana de los complejos/especies de Fusarium

spp. endofitos sobrevivientes a la deshidratacion.

Cuadro 6.3: Reportes en tejido de Agave tequilana de especies de Fusarium spp.

sobrevivientes a la deshidratacion en tejido interno de hijuelos calibre Toronja.

Complejo Especie ! Planta Adulta®
e e - Base de hoja 'y Macerado de Cogollo (Alto, Medio
F. verticillioides o (e gajo),(Cue”O’ Pifia Y
Base de cogollo, Base de hoja,
F. lactis Cuello y Macerado de Tejido | Cogollo Medio, Cuello, Pifia
F FSC Interno
F. nygamai X X
F. pseudocircinatum X X
; Base de hojay Macerado de .
F. proliferatum Tejido Intemo Cogollo Alto y Bajo
Base de cogollo, Base de hoja,
FOSC F. oxysporum Cuello, Macerado de Tejido | Cogollo Medio, Cuello, Pifia
Interno y Pifia
ESSC F. falciforme X Cuello
F. bostrycoides X X

'Mendoza-Ramos C. 2020. Estimacion de carga de indculo in situ de Fusarium spp. en

hijuelos de Agave tequilana a diferentes niveles de inductividad epidémica regional.

Tesis de maestria. Posgrado Fitosanidad-Fitopatologia, Colegio de Postgraduados. 108p.

? Lopez-Bautista V. 2020. Identificacion y regionalidad de especies de Fusarium

asociadas a marchitez y pudricion seca del cogollo en Agave tequilana Weber var. Azul.

Tesis de maestria. Posgrado Fitosanidad-Fitopatologia, Colegio de Postgraduados. 120p.

El complejo FFSC se encontré asociado predominantemente en tejido aéreo, (92%), en

plantas adultas de 3-4 afios de edad?. En hijuelos?, se encontrd la misma tendencia (52%);

la presente investigacion lo confirmo como el complejo mas prevalente en tejido interno,

agrupando al 75% de los aislados sobrevivientes a la deshidratacion y representado por

las especies:

o F. verticillioides (67% de los aislados del complejo): se mantiene como la especie

mas prevalente en tejido interno, coincidiendo con lo reportado en hijuelo fresco?,

donde se aisl6 del macerado de tejido interno de hijuelos frescos y en base de hoja.
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e F. lactis (17%): fue la segunda especie mas prevalente del complejo, siendo
aislado exclusivamente en tejido interno tanto de hijuelos! como de planta adulta?,
probablemente como resultado de una especializacion a tejido.

e F. nygamai (5%): Este asilamiento es el primer reporte de esta especie en tejido
interno de hijuelos; previamente Unicamente se encontraba reportada asociada a
suelos y raices de plantas adultas?(3-4 afios) de Agave tequilana en Romita,
Guanajuato.

o F. proliferatum (5%): El tnico aislamiento se obtuvo de un hijuelo de PM enferma,
se ha reportado su presencia en hijuelos!, en el macerado de tejido interno de
hijuelos frescos y en base de hoja de hijuelo. En planta adulta? se han obtenido
aislamientos a partir de Cogollo Alto y Bajo, observando una tendencia presentarse

en tejidos foliares del Agave.

El complejo FOSC, esta reportado como el complejo mas prevalente en tejidos de planta
adulta; sin embargo, su prevalencia en tejido interno de hijuelos frescos?, es superada por
el complejo FFSC. Post- deshidratacion, esta tendencia se mantiene, representado el 17%

de los aislados sobrevivientes en tejido interno:

e Los 4 aislados pertenecieron Unicamente a la especie F. oxysporum. 2 aislamientos

se obtuvieron de hijuelos con PM enfermay 2 con PM sana.

FSSC fue el complejo menos prevalente en tejido interno coincidiendo con lo reportado
en hijuelos frescos®, donde Ginicamente se encontraron dos especies no reportadas en hoja

y pifia; mientras que en plantas adultas? se reporta la presencia de F. solani y F. falciforme

en cuello y una especie no identificada en Pifia.

e F. falciforme: Se aislo unicamente de un hijuelo de PM sana; a pesar de ser la
especie mas prevalente en muestras de CIE In situ y deshidratadas, solo represento
el 4% de las especies de Fusarium aisladas de tejido interno deshidratado,
posiblemente por su poca capacidad infectiva o su susceptibilidad a la
deshidratacion, se encuentra reportada en suelo, raiz y cuello de planta adulta? de

Agave tequilana.
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6.3.- Carga de Inoculo Externo (CIE) In situ-Deshidratado de Fusarium spp. en suelo

adherido a hijuelos de Agave tequilana:

Insitu Deshidratada Insitu Deshidratada

8

Predio 2

FIES(

F. falciforme F. ¢f. incarnatum

FFSC ' FFSC

F. verticillioides F. falciforme F. falciforme F. thapsinum

7 B

Predio 6

-

F. falciforme F. verticillioides F. falciforme

Predio 4

o
FFSC
F. solani F. falciforme F. proliferatum F. verticillioides

Figura 6.32: Carga de Inoculo Externa (CIE) 1/2: Caracterizacion Cultural (anverso y
reverso) en medio de cultivo Saboraud de Fusarium spp. (complejo y especie) mas
prevalentes en el lavado de suelo adherido a hijuelos de Agave tequilana In
situ/Deshidratados durante 14 dias colectados en predios con Baja incidencia de SMAP.

Identificacién molecular: gen EF-1. Foto a los 10 dias después de la siembra.
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Insitu Deshidratada Insitu Deshidratada

F. falciforme F. falciforme F. oxysporum F. falciforme
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F. falciforme F. falciforme F. solani

Predio 7

FFSC
F. falciforme F. verticillioides F. falciforme F. solani

F. Oxysporum F. proliferatum F. faiciforme F. falciforme
f. sp. radicis-lvcopersici

Figura 6.33: Carga de Inoculo Externa (CIE) 2/2: Caracterizacion Cultural (anverso y
reverso) en medio de cultivo Saboraud de Fusarium spp. (complejo y especie) mas
prevalentes en el lavado de suelo adherido a hijuelos de Agave tequilana In
situ/Deshidratados durante 14 dias colectados en predios con Alta incidencia de SMAP.

Identificacién molecular por: gen EF-1. Foto a los 10 dias después de la siembra.
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6.3.1.- Carga de Inoculo Externo de Fusarium spp. (In situ/deshidratado): UFC

Fusarium spp. e Indice de Fusarium spp.
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Figura 6.34: Prueba de T (PROC TTEST) de Rank_UFC Fusarium spp. en Carga de
Inoculo Externo (CIE) en medio PDA para predios de Alta Incidencia de Sindrome de
marchitez y pudricion de cogollo. A) Clases de pH, B) Sanidad de planta madre y C)
Momento de toma de muestra. Barras representan error de %2 de la desviacion estandar. P-

value es el resultado de significancia al 0.05y 0.10 en C.

En los predios con alta Incidencia de SMAP, la carga de inoculo (PDA) determinada por
UFC Fusarium spp., no mostré diferencias significativas con respecto a las clases de pH
(p=0.2466) ni al momento de toma de muestra (p=0.0637) (Figura 6.34 A- C). Esto
sugiere que, al menos en este contexto, el pH del suelo no influy6 de manera significativa
en la carga de in6culo de Fusarium spp. Sin embargo, es importante destacar que la
ubicacion de la medicion del pH (entre calle) puede no ser representativa del pH presente

en el suelo adherido a las plantulas (CIE).

La falta de un efecto del momento de toma de muestra en la carga de indculo puede
atribuirse a la plasticidad de las poblaciones de Fusarium spp. para adaptarse a diferentes

nichos ecoldgicos, persistiendo y colonizando de manera eficiente distintos entornos,
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desde suelos hasta tejidos de plantas, adaptandose a diferentes condiciones ambientales y

persistiendo en el tiempo (Leslie y Summerell, 2006; O'Donnell et al., 2012;).

Ademas, se ha observado que las especies de Fusarium pueden alternar en prevalencia
dependiendo de las condiciones ambientales y el estado del huésped, lo que subraya la
importancia de evaluar el potencial patogénico de las diferentes especies y complejos que
pueden estar presentes en un agroecosistema. Esto es particularmente relevante en
contextos agricolas donde las practicas culturales generan eventos disruptivos en las
dindmicas poblacionales de la rizosfera (Fravel et al., 2012; Baetsen-Young et al., 2020).

En relacién con las clases de Sanidad de Planta Madre (PM), se observé una diferencia
significativa (p=<0.001), evidenciando que los hijuelos originados a partir de PM
enfermas presentaron una carga de inoculo més elevada en la pifiosfera (Rank_ UFC
Fusarium spp. = 45.6) en comparacion con la aquellos originados de PM Sana (Rank_
UFC Fusarium spp. = 20.7) (Figura 6.34 B). Este contraste en la carga de inoculo de
Fusarium spp. entre clases de sanidad de PM sugiere que la sanidad de la PM puede servir
como un indicador de la carga de inoculo de Fusarium spp. en la pifiosfera de los hijuelos
que se originen a partir de esta. Fravel et al. (2012) reporto en un estudio de Marchitez en
Solanumm lycopersicum (Tomate), causada por F. oxysporum, que las condiciones de la

planta hospedante pueden influir significativamente en la prevalencia y carga de Fusarium

Spp.
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Figura 6.35: Andlisis de varianza no paramétrico (PROC GLM) de Rank_UFC Fusarium
spp. en Carga de Inoculo Externo (CIE) en medio PDA para predios de Baja Incidencia
de Sindrome de marchitez y pudricion de cogollo. A) Interaccion Momento toma de
muestra-Clases de pH., B) Interaccion Momento toma de muestra- Sanidad de Planta
Madre. Barras representan error de %2 de la desviacion estandar. Letras diferentes en barra

de error muestran diferencias significativas (Tukey, p<0.05).

En los predios con baja incidencia de SMAP, se observé una diferencia significativa en la
carga de inoculo (PDA), determinada por la variable rankeada UFC Fusarium spp. en las
interacciones del momento de toma de muestra-clase de pH (p=0.0249) y marginalmente

significativa en momento de toma de muestra-sanidad PM (p= 0.0789).

En la interaccion del Momento de toma de muestra-Clase de pH (Figura 6.35 A), se
encontrd que las muestras post- deshidratacion de CIE provenientes de predios con pH>5
presentaron la mayor carga de indculo (Rank UFC Fusarium spp. =52.6), sugiriendo que
la extraccion de los hijuelos de un ambiente edafico supresivo (indicado por la baja
incidencia de SMAP) a las poblaciones de Fusarium spp., indujo a la explosion de sus

poblaciones post-deshidratacion.
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En predios con pH<5, Rank UFC Fusarium spp. presentd valores similares (26.4-24.4)
con alta variacion tanto en la muestra In situ como posterior a la deshidratacion. Esto
posiblemente se deba al establecimiento de especies de Fusarium spp. adaptadas a la
pifiosfera, de tal manera que la deshidratacion no ejerza efecto sobre sus poblaciones.
Mousa y Raizada (2016) establecen que los niveles de pH afectan en gran medida a la
comunidad microbiana, favoreciendo el incremento de especies no patogénicas de
Fusarium spp., lo cual induce a una competencia directa con el patégeno por nutrientes y

sitio de infeccion.

En la interaccion del Momento de toma de muestra-Sanidad PM (Figura 6.35 B), se
observo que las muestras In situ de PM Enferma presentaron la menor carga de inéculo
(Rank UFC Fusarium spp. =22.1). Sin embargo, el potencial patogénico de esas pequefias
poblaciones, debido a la supresion por parte de los factores edafico-bioldgicos, puede ser
mayor al generar sintomatologia de SMAP en las PM a pesar de su reducida carga de
inoculo. Las muestras de la misma sanidad presentaron el mayor aumento de UFC
Fusarium spp. (+ 18.9 Rank UFC Fusarium spp.) post-deshidratacion, confirmando la

supresion de las poblaciones del patdégeno por los factores edafico-biologicés en el predio.

Las poblaciones de Fusarium spp. en la pifiosfera de los hijuelos de PM sana se
mantuvieron estables en los dos momentos de toma de muestra (38.9-33.4), posiblemente
debido a que el rol saprofitico que cumplian In situ les permitio proliferar entre la base de

las hojas a lo largo de la deshidratacion.
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Figura 6.36: Analisis de varianza no paramétrico (PROC GLM) de Rank_Indice
Fusarium spp. en la interaccion de Clases de pH-Sanidad de planta madre, en la Carga
de Inoculo Externo (CIE) en medio PDA para predios de Alta Incidencia de Sindrome
de marchitez y pudricion de cogollo. Barras representan error de ¥ de la desviacién
estandar. Letras diferentes en barra de error muestran diferencias significativas (Duncan,
p<0.05).

La variable rankeada de indice de Fusarium spp. (Figura 6.36) mostré diferencias
significativas (p=0.0255) en la interaccion entre clases de pH y la sanidad PM. El valor
mas bajo se registro en las muestras de PM sana provenientes de predios con pH>5 (Rank_
indice de Fusarium spp. =17.8). Este reducido indice de Fusarium spp. podria atribuirse
al rango de pH que resulta no ser 6ptimo para el desarrollo del patdgeno, ademas de que
la sanidad de la PM, podria ser indicativa de la existencia de un entorno microbioldgico
diverso y equilibrado en la rizosfera. Estudios demuestran que el pH del suelo puede
influir en el crecimiento y la colonizacion de Fusarium spp. (Chen et al., 2013; Gatch y
du Toit, 2017).

Por otro lado, en las muestras de PM con la misma sanidad, pero con un pH inferior a 5,
se observo un Indice de Fusarium spp. mas elevado, lo que refuerza la inferencia de que
el pH influye en las poblaciones de Fusarium spp. de manera directa o indirecta (Leslie y

Summerell, 2006).
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En ambas clases de pH, las muestras de CIE provenientes de PM enferma, presentaron
valores similares del indice de Fusarium spp. (Rank_ indice de Fusarium spp. =49.4-51.6)
los cuales fueron los maés altos. Esto sugiere que el elevado indice de Fusarium spp. en la
pifiosfera de los hijuelos de plantas madres enfermas podria considerarse como un
indicador de que la incidencia de SMAP en las plantas adultas es consecuencia de una
desproporcionada presencia de Fusarium spp. en la rizosfera, en comparacién con otros
microorganismos, que pudiesen nulificar o limitar su efecto sobre la sanidad del cultivo.
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Figura 6.37: Andlisis de varianza no paramétrico (PROC GLM) de Rank_Indice
Fusarium spp. en la interaccion de Momento toma de muestra-Clases de pH-Sanidad
de planta madre, en la Carga de Inoculo Externo (CIE) en medio PDA para predios de
Baja Incidencia de Sindrome de marchitez y pudricion de cogollo. Barras representan
error de % de la desviacion estandar. Letras diferentes en barra de error muestran

diferencias significativas (Duncan, p<0.05).

En predios con baja incidencia de SMAP la interaccién Momento toma de muestra-Clases
de pH-Sanidad de planta madre mostré diferencias significativas (p=0.0517) en la variable

rankeada de indice de Fusarium spp. (Figura 6.37).

En las muestras tomadas In situ los valores del indice de Fusarium spp. fueron

estadisticamente similares en todas las muestras, lo que podria explicar la Baja incidencia
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de SMAP a nivel de predio; como resultado de una rizosfera con poblaciones
microbioldgicas diversas y equilibradas, las cuales podrian impedir el aumento de las
poblaciones de Fusarium spp. hasta un grado que pudiesen afectar a la planta

Mousa y Raizada (2016) establecen una relacion directa entre la potencial de supresion de
un suelo y la actividad microbiana, caracterizada por altos contenidos de biomasa
microbiana, tanto en la edéafica como en la rizosfera de la planta, durante una etapa vital
en el ciclo de vida del fitopatdgeno. Esta relacion tiende a ser general y no especifica, lo
que permite actuar contra un amplio espectro de fitopatdgenos e involucra la actividad de
multiples organismos residentes. La eficacia de esta estrategia depende de la calidad y
cantidad de materia organica disponible, que provee los nutrientes necesarios para el

desarrollo y la proliferacion de los microorganismos benéficos.

Una vez que los hijuelos son extraidos de este ecosistema rizosferico supresivo a las
poblaciones de Fusarium spp., en las muestras post-deshidratacion, el indice de Fusarium
spp. muestra una alteracion basada en la sanidad de PM. En las muestras de PM sanas, se
observan cambios contrastantes entre las clases de pH del predio de origen. En muestras
de predios con pH>5, se registra un aumento significativo en el indice de Fusarium spp.
posiblemente como consecuencia de la extraccion del hijuelo de su entorno supresivo. Sin
embargo, en las muestras deshidratadas de predios con pH<5, que es inductivo para
Fusarium spp., se observa una marcada disminucion, posiblemente debido al aumento de
poblaciones de organismos saprofiticos entre la base de las hojas de los hijuelos durante

la deshidratacion.
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Figura 6.38: Andlisis de varianza no paramétrico (PROC GLM) de Rank_UFC Fusarium
spp. en la interaccion de Momento toma de muestra-Clases de pH-Sanidad de planta
madre, en la Carga de Inoculo Externo (CIE) en medio KOMADA para predios de Alta
Incidencia de Sindrome de marchitez y pudricion de cogollo. Barras representan error de
Y% de la desviacion estandar. Letras diferentes en barra de error muestran diferencias

significativas (Tukey, p<0.05).

En el medio de cultivo semiselectivo de Komada, adicionado con fungicida PCNB, la
carga de inoculo determinada por UFC Fusarium spp. en predios con alta incidencia
SMAP presento diferencias marginalmente significativas (p=0.0873) en la interaccién
momento toma de muestra, la clase de pH del predio y la sanidad de la PM de los hijuelos

de los que se obtuvieron las muestras de CIE (Figura 6.38).

La carga de inoculo de Fusarium spp. en el suelo adherido a los hijuelos obtenida In situ
no mostré diferencias estadisticamente significativas entre todas las muestras,
independientemente del pH del predio o la sanidad de la PM. Sin embargo, después de la
deshidratacion, se observo un aumento significativo en el Rank_UFC Fusarium spp. en
todas las muestras, lo que respalda la tendencia, ligeramente sugerida en PDA (Figura
6.34 C), de la capacidad de las poblaciones de Fusarium spp. para proliferar en el ambiente

saprofitico de la pifiosfera durante la deshidratacion.
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La propiedad semiselectiva del medio facilita la precisa contabilizacion de UFC Fusarium
spp., al inhibir el crecimiento de organismos saprofiticos, que tienden a tener un
crecimiento mas precoz y competitivo, y que restringian e impedian la cuantificacion del
aumento poblacional post-deshidratacion en medio PDA. Sin embargo, esta misma
propiedad, podria estar homogeneizando la posible variabilidad generada por las
diferencias inherentes entre los factores experimentales (clase de pH-Sanidad) en las UFC
Fusarium spp., ya que al fomentar la germinacién de propagulos de Fusarium spp. sin la
interferencia de otros organismos, existe el riesgo de sobreestimar la carga de inoculo

viable presente.
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Figura 6.39: Andlisis de varianza no paramétrico (PROC GLM) de Rank_UFC Fusarium
spp. en la interaccion de Momento toma de muestra-Clases de pH-Sanidad de planta
madre, en la Carga de Inoculo Externo (CIE) en medio KOMADA para predios de Baja
Incidencia de Sindrome de marchitez y pudricion de cogollo. Barras representan error de
Y% de la desviacion estandar. Letras diferentes en barra de error muestran diferencias

significativas (Tukey, p<0.05).

En predios con Baja Incidencia de SMAP la carga de inoculo determinada por UFC
Fusarium spp. (Komada), presento diferencias significativas (p=0.0473) en la interaccion
entre el momento de toma de muestra, la clase de pH y la sanidad de la PM. Las UFC

Fusarium spp. para las muestras tomadas In situ fueron estadisticamente similares para
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la interaccion de ambas clases de pH y sanidad PM (Figura 6.39). Sin embargo, se observo
que las sanidades de PM en predios con pH mayor a 5 mostraron valores ligeramente
contrastantes, siendo mayores en PM enferma (Rango de UFC de Fusarium spp. = 41.2)

en comparacion con PM sana (Rango de UFC de Fusarium spp. = 16.6).

En muestras Deshidratadas, se observa la misma tendencia que en predios de alta
incidencia, con un incremento significativo en el Rank_UFC Fusarium spp. para todas las
interacciones, siendo mayor en predios con pH>5. Las muestras de PM sana de predios
con pH mayor a 5, presentaron el mayor incremento en UFC Fusarium spp. (+ 46
Rank_UFC Fusarium spp.), posiblemente debido al ambiente supresivo al que estaban
sometidas sus poblaciones en las muestras In situ (pH no optimo y Sanidad de PM). En
medio de cultivo PDA, este incremento poblacional post-deshidratacion, no fue tan visible
debido al crecimiento de otros hongos que dificultan el correcto conteo de las UFC

Fusarium spp. o inhibian su germinacion.
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6.3.2.- Especies més prevalentes de Fusarium spp. en muestras de suelo adherido a

hijuelos de Agave tequilana (CIE) en muestras In situ y deshidratadas.
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Figura 6.40: Modelo relacional de Complejos/Especies de Fusarium spp. mas prevalentes
en el lavado In situ/Deshidratado de suelo adherido a hijuelos de Agave tequilana
colectados en predios con Baja incidencia de SMAP; con base al disefio experimental
planteado. Caracterizacion cultural (anverso y reverso) en medio de cultivo Saboraud.
Foto: 10 dias después de la siembra. ldentificacion molecular: gen EF-1. Numeracién

correspondiente a caracterizacion original (Figura 6.36)
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A partir de las muestras de CIE (In situ/deshidratadas) obtenidas del lavado de suelo

adherido a los hijuelos, y su posterior siembra en medio semiselectivo Komada, se

cuantificaron UFC Fusarium spp. Totales y por prevalencia (morfotipos diferentes). Se

identifico el morfotipo mas prevalente (con el mayor nimero de UFC), y se caracterizo

culturalmente en medios: PDA y Saboraud; identificAndolo mediante secuenciacién del

gen EF-1; obteniendo como especies mas prevalentes de Fusarium spp. en muestras de

predios con baja incidencia de SMAP (Figura 6.32):

En los predios con pH>5 en muestras In situ de PM Enfermas, se encontr6 que las
especies mas prevalentes fueron F. proliferatum (FFSC) y F. faciforme (FSSC).
En las muestras deshidratadas, las especies mas prevalentes fueron F.
verticillioides (FFSC) y F. falciforme (FSSC). Se observo una prevalencia estable
por complejo, pero con una alternancia de especies dentro del complejo FFSC de
F. proliferatum a F. verticillioides en las muestras del mismo predio post-

deshidratacion.

Por otro lado, en hijuelos de PM Sana, las especies mas prevalentes In situ fueron
del complejo FSSC: F. falciforme y F. solani. Posterior a la deshidratacion, las
especies F. verticilliodes (FFSC) y F. falciforme (FSSC) aumentaron sus
poblaciones, desplazando a las especies mas prevalentes In situ de sus respectivos

predios.

En predios con baja incidencia de SMAP y con pH>5, las especies mas prevalentes
fueron: F. falciforme (FSSC) con 4 de los 8 aislamientos, identificada en ambos
momentos de toma de muestra y en ambas sanidades de PM. F. verticillioides
(FFSC) fue la segunda especie mas prevalente, con 2/8 aislamientos, provenientes

Unicamente de muestras deshidratadas en ambas condiciones de sanidad.

En el predio 4, F. proliferatum (FFSC) y F. solani (FSSC) fueron las especies mas
prevalentes In situ en muestras de PM Enferma y Sana, respectivamente. Este
ensamble bioldgico In situ, podria atribuirse a las caracteristicas edafolégicas y
bioldgicas especificas que favorecieron la prevalencia ciertas especies. Sin

embargo, las condiciones saprofiticas presentes en la pifiosfera de los hijuelos
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durante la deshidratacion favorecieron el aumento poblacional de F. verticillioides
(FFSC) y F. falciforme (FSSC), que, si bien estaban presentes In situ, eran
suprimidos por el ensamble bioldgico-edafolégico del predio y/o el ambiente de la

pifiosfera resulto ser inductivo para ellos.

En los predios clasificados como de baja incidencia de SMAP con pH<5, las
especies de Fusarium spp. méas prevalentes en muestras de CIE In situ de hijuelos
de PM Enferma fueron del complejo FSSC: F. bostrycoides y F. falciforme. Sin
embargo, posterior a la deshidratacion, ninguna especie de este complejo mantuvo
su prevalencia, siendo reemplazadas por poblaciones de F. cf. Incarnatum
(FIESC) y F. thapsinum (FFSC), respectivamente, en muestras de la misma
sanidad de PM.

Por otro lado, en muestras de PM Sana, la diversidad de complejos y especies de
Fusarium spp. con respecto al momento de toma de muestra, mostro una tendencia
contrastante: se observd una mayor diversidad In situ, representada por las
especies F. verticillioides (FFSC) y F. triseptatum (FOSC), seguida de una
homogenizacion posterior a la deshidratacion, siendo F. falciforme (FSSC) la

especie mas prevalente en ambos predios.

En predios de baja incidencia de SMAP con pH<5, el complejo més ablundate, con
4 de los 8 aislados pertenecientes a este, nuevamente fue FSSC. La especie F.
falciforme nuevamente fue la mas prevalente, con 2 aislamientos de muestras

deshidratadas de PM sana y uno de muestra In situ de PM Enferma.

En las muestras de CIE de predios con Baja Incidencia de SMAP y pH<5, se
encontré la mayor diversidad de complejos y especies de Fusarium spp;
posiblemente por la idoneidad del rango de pH para este género de hongos.
Ademas, la baja incidencia de SMAP puede ser un indicador de un entorno
rizosferico diverso que propicie interacciones microbiolédgicas Unicas, lo que
podria culminar en la prevalencia de especies que posean el ensamble genémico
adecuado para prosperar en las caracteristicas edafico-bioldgicas particulares de

cada predio, dando como resultado el aislamiento de:
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o F. triseptatum (FOSC): Aislado de muestra de CIE In situ de PM Sana,
Unico asilamiento perteneciente a esta especie y primer reporte en México
y asociando a la pifiosfera de hijuelos de Agave tequilana. Se ha reportado
como el agente causal de marchitez y pudricion radicular del Tomate
(Solanum lycopersicum) en Brasil (Severo, et al., 2024)

o F. bostrycoides (FSSC) fue la especie mas prevalente en la muestra Insitu
de PM Enferma del predio 2, donde a su vez se encontré en el tejido interno
deshidratado de un hijuelo de PM enferma (Figura 6.30, F9), exponiendo
la plasticidad de esta especie. Al poseer los mecanismos metaboélicos y
fisiologicos que le conceden la habilidad de prosperar en el entorno
edéafico, siendo la especie mas prevalente en la pifiosfera; asi como de
superar las defensas de la planta, colonizando los tejidos internos,
posiblemente de manera patogénica, y sobrevivir al estrés de la

deshidratacion de los tejidos de su hospedante.

o F. cf. Incarnatum (FIESC): Aislado de muestra deshidratada de PM
enferma, Unica especie del complejo Fusarium Incarnatum-Equiseti

Species Complex en la presente colecta.
o F. thapsinum (FFSC): Aislado de muestra deshidratada de PM enferma

Unico aislado perteneciente a esta especie y primer reporte asociandolo a

la pifiosfera de hijuelos de Agave tequilana.
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Figura 6.41: Modelo relacional de Complejos/Especies de Fusarium spp. mas prevalentes

en el lavado In situ/Deshidratado de suelo adherido a hijuelos de Agave tequilana
colectados en predios con Alta incidencia de SMAP; con base al disefio experimental
planteado. Caracterizacion cultural (anverso y reverso) en medio de cultivo Saboraud.
Foto: 10 dias después de la siembra. ldentificacion molecular: gen EF-1. Numeracién

correspondiente a caracterizacion original (Figura 6.33)
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A partir de las muestras de CIE (In situ/deshidratadas) obtenidas del lavado de suelo
adherido a los hijuelos, y su posterior siembra en medio semiselectivo Komada, se
cuantificaron UFC Fusarium spp. Totales y por prevalencia (Morfotipos
diferentes). Se identifico el morfotipo mas prevalente (con el mayor nimero de
UFC), y se caracteriz0 culturalmente en medios: PDA y Saboraud; identificAndolo
mediante secuenciacion del gen EF-1; obteniendo como especies mas prevalentes
de Fusarium spp. en muestras de predios con alta incidencia de SMAP (Figura
6.41):

e En predios con pH>5, F. falciforme (FSSC) fue la especie mas prevalente en
muestras In situ de CIE de hijuelos con PM Enferma. Tras la deshidratacion, el
complejo FSSC mantuvo su prevalencia en general, aunque en el predio 7 se
registré un cambio en la prevalencia de especies, reemplazando a F. falciforme por
F. solani como la especie més prevalente. En las muestras de PM sana, los aislados
mas prevalentes se identificaron como F. oxysporum (FOSC) y F. falciforme
(FSSC); sin embargo, posterior a la deshidratacion, los aislados mas prevalentes
pertenecieron al complejo FFSC: especificamente: F. verticillioides y F.
proliferatum.
En muestras de CIE obtenidas de predios con alta incidencia de SMAP y pH>5,
FSSC fue el complejo més prevalente, representando 5 de los 8 aislados. Dentro
de este complejo, F. falciforme fue la especie mas prevalente, con 4 de los 5
aislados, de los cuales 3 se obtuvieron de muestras In situ (2 de hijuelos de PM
Enferma y 1 de PM Sana); el aislamiento restante se obtuvo de una muestra
deshidratada de PM Enferma. La especie de F. solani se aislé Unicamente de una
muestra de PM enferma, posterior deshidratacion.
El segundo complejo mas prevalente fue FFSC, con 2 de los 8 aislamientos mas
prevalentes, pertenecientes a este complejo: F. verticillioides y F. proliferatum,
ambos aislados de muestra CIE deshidratada de PM sana.
El dnico aislamiento del complejo FOSC provino de una muestra CIE In situ de
PM sana y se identificé como F. oxysporum.

e Enlos predios con pH<5, F. oxysporum (FOSC) y F. falciforme (FSSC) fueron las

especies mas prevalentes en muestras de PM enferma. Transcurridos los 14 dias
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de deshidratacion, los aislamientos méas prevalentes pertenecieron al complejo
FSSC: F. falciforme y F. solani. En las muestras de CIE de PM Sana, F. falciforme
(FSSC) se mantuvo como el aislado mas prevalente en ambos predios y momentos
de toma de muestra. Sin embargo, las caracteristicas culturales difirieron en color,
abundancia y tipo de crecimiento micelial.

En muestras de CIE obtenidas de predios con alta incidencia de SMAP y pH>5,
FSSC fue el complejo mas prevalente, agrupando 7 de los 8 aislamientos.
Nuevamente la especie més prevalente fue F. falciforme, con 6 de 8 aislamientos,
identificados como esta; siendo la especie mas prevalente en ambos momentos de
toma de muestra de CIE de hijuelos de PM sana, demostrando una alta plasticidad
ecologica, manteniendo su prevalencia durante la alternancia de un medio
edafologico a uno saprofitico. El aislamiento restante se pertenecio a F. solani en
muestra deshidratada de PM enferma.

El Unico aislamiento que no pertenecié al complejo FSSC se realizd de una

muestra In situ de hijuelos con PM Enferma, identificado F. oxysporum (FOSC).
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6.3.3.- Inductividad potencial de los aislamientos mas prevalentes de Fusarium spp.
en muestras de CIE hijuelos de Agave tequilana, con base en los factores

experimentales
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Figura 6.42: Modelo relacional de Complejos/Especies de Fusarium spp. mas prevalentes
en muestras de CIE de hijuelos de Agave tequilana y su potencial inductivo al SMAP, con
base a la incidencia de este a nivel predio y la Sanidad de PM. Caracterizacion cultural
(anverso y reverso) en medio de cultivo Saboraud. Foto: 10 dias después de la siembra.
Identificacion molecular: gen EF-1.
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El Sindrome de Marchitez y Pudricion del Cogollo (SMAP) en Agave tequilana se
presenta generalmente en plantas de 3 a 4 afios. La incidencia de esta enfermedad es el
resultado de la interaccion entre variables edafologicas (textura, compactacion, pH),
antropogénicas (uso de herbicidas, practicas culturales) y bioldgicas (presencia de
Trichoderma spp. y Bacillus spp.; carga de in6culo y ensamblaje genémico de Fusarium
spp.). Esta dltima es de crucial importancia debido a la implicacion de la existencia de un
conjunto de poblaciones patogénicas y saprofiticas en la rizosfera de las plantas, las cuales
estan en constante dinamismo y fluctuacion en respuesta a practicas agricolas disruptivas.
Las poblaciones de Fusarium spp. y su prevalencia en el suelo adherido a los hijuelos,
especialmente en hijuelos de calibre Toronja (>2 afios), pueden ser un posible indicador
del resultado de la interaccion estas variables. La sanidad de las plantas madre y la
incidencia de SMAP a nivel de predio pueden ser factores indicativos del potencial
inductivo de estas especies; de particular interés son aquellas con capacidad de
internalizacion, requiriendo de pruebas de patogenicidad posteriores para dilucidar su rol

endofitico o patogénico (Lopez-Bautista et al., 2020; Mendoza-Ramos et al., 2020).

Bajo este razonamiento, las especies mas prevalentes en muestras de predios con alta
incidencia de SMAP (indicando la inductividad de las variables edafoldgicas o
antropogeénicas) en muestras de PM enferma (denotando la presencia de poblaciones
patogénicas de Fusarium spp. en la rizosfera) presentan el mayor potencial inductivo,
siendo identificadas como F. oxysporum [FOSC] (1 de 4 aislamientos) y F. falciforme
[FSSC] (3 de 4 aislamientos). Por otro lado, las especies méas prevalentes en muestras de
PM sana de los mismos predios, F. oxysporum [FOSC] (1 de 4 aislamientos) y F.
falciforme [FSSC] (3 de 4 aislamientos), presentan un potencial inductivo medio, ya que
la sanidad de la PM puede indicar un entorno rizosférico supresivo focalizado o su
limitada capacidad patogénica. Cabe destacar que ninguno de los aislamientos presento

un crecimiento colonial idéntico a sus homologos de especie.

En predios con baja incidencia de SMAP (indicando la supresividad de las variables
edafoldgicas o0 antropogénicas a nivel predio); las muestras de PM enferma (denotando la
presencia de poblaciones patogénicas de Fusarium spp. en la rizosfera, ausencia de

antagonistas o condiciones edafoldgicas inductivas localizadas) presentan un potencial
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inductivo medio, identificadas como: F. falciforme [FSSC] (2 de 4 aislamientos), F.
bostrycoides [FSSC] (1 de 4 aislamientos) y F. proliferatum [FFSC] (1 de 4 aislamientos).
Las especies méas prevalentes en muestras de los mismos predios de hijuelos originados
de PM Sana: F. triseptatum [FOSC], F. verticillioides [FFSC], F. solani [FSSC] y F.
falciforme [FSSC]; presentan el menor potencial inductivo a SMAP; muestra de esto es la
presencia de 4 especies diferentes de 4 aislamientos realizados, resultado de un entorno

rizosferico diverso y supresivo.

Después de los 14 dias de deshidratacién, la identidad de los Fusarium spp. més
prevalentes en la pifiosfera se modificé, posiblemente como consecuencia de su extraccion

de un medio edéfico original que dictaminaba la prevalencia en las muestras In situ.

La alteracion y sustitucion de la especie mas prevalente de Fusarium spp. post
deshidratacion puede deberse a diferentes factores. Por un lado, podria ser el resultado de
la incapacidad de la especie mas prevalente In situ para sobrevivir a la deshidratacion o
para prosperar en un ambiente saprofitico (falta de mecanismos de competencia,
susceptibilidad a la antibiosis de otros organismos, o una sobre adaptacion al medio
edéafico original); por otro lado, la plasticidad ecoldgica de la especie mas prevalente post
deshidratacion (mecanismos de competencia y rutas metabdlicas adaptadas al ambiente

saprofitico).
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6.3.4.- Identificacion de complejos y especies de Fusarium spp. mas prevalentes en

muestras de CIE In situ y su incidencia en la Rizosfera de otros cultivos en México:
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Figura 6.43: Agrupacion por Complejo/Especie de Fusarium spp. mas prevalentes en
muestras In situ de suelo adherido a hijuelos Agave tequilana (CIE), con base en el pH del
predio y la sanidad de PM de donde se originaron. Caracterizacién cultural (anverso y
reverso) en medio de cultivo Saboraud. Foto: 10 dias después de la siembra. Identificacion

molecular por: gen EF-1. Numeracién correspondiente a caracterizacion original (Figura
6.33-34)
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Basado en la secuenciacion del gen EF-1 de los 16 Fusarium spp. més prevalentes aislados
del suelo adherido a los hijuelos de Agave tequilana en muestras In situ, se identificaron
6 especies distintas, agrupadas en 3 complejos de especies diferentes:

e FSSC: Fue el complejo mé&s numeroso con 11 aislamientos pertenecientes a este
complejo, distribuidos en 3 especies distintas:

o F. falciforme: 9 de los 11 aislados identificados pertenecieron a esta
especie. En general, las colonias exhibieron micelio de moderado a
abundante, presentando tonalidades que variaron desde blanco a café. Se
observaron anillos de crecimiento concéntricos, siendo mas oscuros,
densos y cercanos, entre més al centro de la colonia. Los bordes de las
colonias mostraron una tendencia a disminuir en densidad y presentaron
una regularidad notable. En el reverso de las colonias se apreciaron
pigmentaciones mas oscuras, especialmente en el centro y en los anillos
concentricos, las cuales también fueron visibles desde esta perspectiva.
Esta especie se ha reportado en raices de Citrullus lanatus (Sandia) en
Sonora (Renteria-Martinez et al., 2018); Annona muricata (Guanabana) en
Nayarit (Cambero-Ayon et al., 2023); Allium cepa (Cebolla) en Sinaloa
(Tirado-Ramirez et al., 2018). No se encontraron reportes de su
aislamiento de suelo en México.

o F. solani: El dnico representante de esta especie In situ, mostré un
desarrollo micelial moderado con un aspecto algodonoso, de color blanco
tanto en el anverso como en el reverso de la colonia. Se observaron
pigmentaciones de color café en el centro. Los bordes de la colonia fueron
irregulares y mostraron una disminucién en densidad hacia la periferia.

Se ha reportado la presencia de esta especie en suelo de: Asparagus
officinalis (Esparrago) en Guanajuato (Quilambaqui-Jara et al., 2004);
Phaseolus vulgaris (Frijol) en Estado de México e Hidalgo (Navarrete-
Maya y Acosta-Gallegos, 1999; Plazasola et al., 2004); Cicer arietinum
(Garbanzo) em Sonora (Aguilar et al., 2022). Se ha reportado su presencia
en raices de: Saccharum officinarum (Cafia de azlcar) en Morelos

(Martinez-Fernandez et al., 2015); Phaseolus vulgaris (Frijol) en
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Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas
(Montiel-Gonzalez et al., 2005); Asparagus officinalis (Esparrago) en
Guanajuato (Quilambaqui-Jara et al., 2004); Gossypium hirsutum
(Algoddn) en Baja California (Gonzalez-Soto et al.,2022) y en Pinus
patula (Pino Mexicano) en Guerrero (Robles-Yerena et al., 2016); Allium
sativum (Ajo) en Aguascalientes, Guanajuato, Zacatecas (Delgado-Ortiz et
al., 2016)
F. bostrycoides: La colonia presentd micelio con aspecto polvoriento,
adherido al medio de cultivo, con anillos concéntricos de color café hasta
la mitad de la colonia, a partir de la cual el crecimiento fue homogéneo y
de color blanquecino. Los bordes de la colonia fueron ondulados. En el
reverso del medio de cultivo se observd una pigmentacion café-rojiza
brillante, posiblemente derivada de una alta produccion de metabolitos
volatiles, siendo mas pronunciada debajo de la parte café de la colonia.
Esta especie no tiene reportes en México; en Brasil esta reportado en el
fruto en Passiflora edulis (Ninos, et al., 2021) y en Puerto Rico esta
reportada en el fruto de Coffea spp. (Serrato-Diaz et al., 2024). No se
encontraron reportes de esta especie en suelo o raices de ningun cultivo.

e FOSC: Este complejo fue el segundo mas abundante y diverso, con tres aislados

distribuidos en dos especies distintas:

o F. oxysporum: Las dos colonias de esta especie presentaron micelio
moderado de color blanquecino con ligeras tonalidades rosaceas o cafés.
Presentaron un crecimiento radial y bordes semirregulares.

Se ha reportado la presencia de esta especie en suelo de: Citrullus lanatus
(Sandia) en Sonora (Mora et al., 2022); Solanum lycopersicum (Tomate)
en Sinaloa (Apodaca-Sanchez et al., 2002); Asparagus officinalis
(Esparrago) en Guanajuato (Quilambaqui-Jara et al., 2004); Phaseolus
vulgaris (Frijol) en Estado de México (Navarrete-Maya y Acosta-Gallegos,
1999); Cicer arietinum (Garbanzo) em Sonora (Aguilar et al., 2022).

Se ha reportado su presencia en raices de: Saccharum officinarum (Cafia

de azlcar) en Morelos (Martinez-Fernandez et al., 2015); Phaseolus
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vulgaris (Frijol) en Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, San Luis
Potosi y Zacatecas (Montiel-Gonzalez et al., 2005); Triticum aestivum
(Trigo) en Guanajuato (Leyva-Mir et al., 2017); Fragaria spp. (Fresa) en
Guanajuato (Mariscal-Amaro et al., 2017); Asparagus officinalis
(Esparrago) en Veracruz (Sierra-Moya et al., 2022); Allium sativum (Ajo)
en Aguascalientes, Guanajuato, Zacatecas (Delgado-Ortiz et al., 2016).

o F. triseptatum: EI Gnico aislamiento de esta especie, se obtuvo In situ de

PM Sana, presento micelio moderado que aumentd en cantidad hacia la
periferia, con bordes regulares. La colonia presenté una coloracion
rosécea, disminuyendo en intensidad hacia las orillas, pero manteniendo
matices de este color. En el reverso, la coloracion fue similar, con un anillo
de color amarillento en la mitad de la colonia, donde comenzo el cambio
de crecimiento en el anverso.
Esta especie no tiene reportes en Meéxico. En Brasil esta reportada en raices
de Solanum lycopersicum (Tomate) como agente causal de “Marchitez y
Pudricion radicular” (Severo, et al.,, 2024). En Estados Unidos esta
reportada en plantulas de Pinus spp. (Pino) (Dobbs et al., 2023); su
presencia en la pifiosfera de los hijuelos podria explicarse por la conversion
de suelos forestales a agricolas debido al incremento en los precios del
Agave, lo que ha impulsado la deforestacion para expandir la superficie de
cultivo de Agave tequilana.

e FFSC: Este complejo fue el menos abundante en las muestras de CIE In situ, con
solo dos aislamientos, identificados como diferentes especies y realizados en
distintos clases de pH y sanidades de PM:

o F. proliferatum: Aislado de una muestra de PM enferma de un predio con
pH mayor a 5. Presentd micelio moderadamente abundante de color
blanco, con bordes semirregulares y tonalidades naranjas en el centro.
Mostr6 un crecimiento radial y, en el reverso, fueron visibles inserciones
en el medio de cultivo de color naranja brillante. EI medio adyacente
adquiri6 tonalidades amarillentas brillantes, posiblemente debido a una alta

produccion de metabolitos por parte del aislamiento.
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Se ha reportado su presencia en raices de: Saccharum officinarum (Cafia
de azlcar) en Morelos (Martinez-Fernandez et al., 2015); Phaseolus
vulgaris (Frijol) en Zacatecas (Montiel-Gonzalez et al., 2005); Triticum
aestivum (Trigo) en Guanajuato (Leyva-Mir et al., 2017); Fragaria spp.
(Fresa) en Guanajuato (Mariscal-Amaro et al., 2017); Asparagus
officinalis (Esparrago) en Veracruz (Sierra-Moya et al., 2022); Allium
sativum (Ajo) en Aguascalientes, Guanajuato, Zacatecas (Delgado-Ortiz et
al., 2016). No se encontraron reportes de esta especie aislada de suelo en
Meéxico.

F. verticillioides: Aislado de una muestra de PM Sana de un predio con
pH<5. La colonia presentd micelio moderado de color rosa fuerte,
volviendose blanco en los bordes regulares. En el reverso, se observaron
inserciones radiales en el medio de cultivo con un color rosa-naranja
brillante, que disminuyeron en densidad y grosor hacia los bordes.

Se ha reportado su presencia en raices de: Saccharum officinarum (Cafia
de azlcar) en Morelos (Martinez-Fernandez et al., 2015); Phaseolus
vulgaris (Frijol) en Aguascalientes (Montiel-Gonzalez et al., 2005);
Triticum aestivum (Trigo) en Guanajuato (Leyva-Mir et al., 2017);
Fragaria spp. (Fresa) en Guanajuato (Mariscal-Amaro et al., 2017);
Asparagus officinalis (Esparrago) en Veracruz (Sierra-Moya et al., 2022);
Allium sativum (Ajo) en Aguascalientes, Guanajuato, Zacatecas (Delgado-
Ortiz et al., 2016). No se encontraron reportes de esta especie aislada de

suelo en México.
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6.3.5.- Identificacion de complejos y especies de Fusarium spp. mas prevalentes en

muestras de CIE Deshidratada y su plasticidad adaptativa-saprofitica:
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Figura 6.44: Agrupacion por Complejo/Especie de Fusarium spp. mas prevalentes en
muestras Deshidratada de suelo adherido a hijuelos Agave tequilana (CIE), con base en
el pH del predio y la sanidad de PM de donde se originaron. Caracterizacion cultural
(anverso y reverso) en medio de cultivo Saboraud. Foto: 10 dias después de la siembra.
Identificacién molecular por: gen EF-1. Numeracion correspondiente a caracterizacion
original (Figura 6.33-34)

106



De las muestras de CIE obtenidas posterior a la deshidratacion (Figura 6.44), los
aislamientos mas prevalentes se identificaron por secuenciacion del gen EF-1, resultando

en la identificacion de 6 especies agrupadas en tres complejos:

o FSSC: Una vez més, este complejo se destac6 como el méas prevalente en las
muestras de CIE. Su prevalencia como el complejo de la especie mas numerosa en
las muestras post-deshidratacion se redujo de 11 a 10 aislados. Aunque pareciera
que el efecto de la deshidratacion fue minimo en la presencia de este complejo en
las muestras de CIE, la distribuciéon de los aislamientos no coincidié con las
muestras In situ.

o F. falciforme: Una vez maés, esta especie fue la mas prevalente, con 8 de
los 10 aislamientos identificados como pertenecientes a ella. Destacando
que los 4 aislamientos més prevalentes post-deshidratacion en muestras de
PM sana con pH<5, pertenecieron a esta especie, sin presentar caracteres
culturales idénticos entre ellos.Las colonias de esta especie mostraron
micelio de moderado desarrollo, con aspecto polvoso en la mayoria de los
casos, aunque algunos presentaron un micelio algodonoso de baja
densidad. Las tonalidades cafés predominaron en la mayoria de los
aislamientos, siendo mas oscuros en el centro de la colonia tanto en el
anverso como en el reverso. Algunas colonias exhibieron una alternancia
entre un centro con micelio adherido al medio de color oscuro y un micelio
algodonoso blanquecino con tonalidades café. En los casos donde se
observaron anillos de crecimiento concéntricos, estos variaron en
tonalidades y grosor, manteniendo la tendencia de una mayor
pigmentacion en el centro de la colonia. Contrariamente a la tendencia de
la especie, un aislamiento de PM sana no mostro ninguna pigmentacion en
su micelio con aspecto algodonoso; sin embargo, provoc6 una ligera
pigmentacion en el medio (F30).

La plasticidad adaptativa-saprofitica de esta especie esta demostrada por
su aislamiento en: Ojo de Equus caballus (Caballo), cabeza de Canis lupus

(Perro), caparazén de Aldabrachelys gigantea (Tortuga Aldabra) en
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Estados Unidos (O'Donnell et al., 2016); huevos de Caretta caretta
(Tortuga Marina) en Cabo verde (Sarmiento-Ramirez et al., 2010)

o F. solani: Los dos aislamientos de esta especie fueron obtenidos de
muestras de PM enferma con diferentes niveles de pH. Las colonias
mostraron un micelio de desarrollo moderado, creciendo adheridas al
medio de cultivo y con un aspecto polvoriento. Exhibieron un crecimiento
con anillos concéntricos de distintas tonalidades de café, siendo més
oscuros en el centro y disminuyendo su pigmentacion hasta alcanzar
tonalidades naranjas en los bordes coloniales. En el reverso de las colonias,
se observo pigmentacion del medio de cultivo, siendo mas concentrada en
el centro de la colonia y casi inexistente en los margenes coloniales.

La plasticidad adaptativa-saprofitica de esta especie esta demostrada por
su aislamiento en: Pie de Canis lupus (Perro) en Estados Unidos
(O'Donnell et al., 2016); huevos de Caretta caretta (Tortuga Marina) en
Cabo verde (Sarmiento-Ramirez et al., 2010)
FFSC: Este complejo fue el segundo mas abundante en las muestras
deshidratadas, aumentando su prevalencia con respecto a las muestras in situ,
pasando de 2 aislamientos en muestras de CIE de hijuelos frescos a 5 post-
deshidratacion.
F. verticilllioides: Esta especie fue una de las dos mas prevalentes, con dos
aislamientos obtenidos, ambos de muestras de PM sana, recolectadas en
predios con pH>5. Las colonias mostraron micelio moderado de color
blanquecino con tonalidades rosaceas, con bordes regulares. En el reverso
de la colonia, se observaron inserciones radiales de micelio dentro del
medio de cultivo con tonalidades color salmén, caracteristicas distintivas
de esta especie.
La plasticidad adaptativa-saprofitica de esta especie esta demostrada por
su aislamiento en: nariz de Felis catus (Gato Domestico) en Estados
Unidos (O'Donnell et al., 2016).
o F. proliferatum: Los dos aislamientos fueron realizados en predios con un

pH>5, de distintas sanidades de PM, lo que se reflejo en diferencias en la

108



pigmentacion colonial y del medio, dependiendo de la sanidad de origen.
El aislamiento obtenido de PM enferma mostré6 micelio moderado con
crecimiento radial y tonalidades roséceas, mas concentradas en el centro
de la colonia. En el reverso, se observd una pigmentacion del medio de
color naranja brillante en la parte central, con un gradiente hacia el amarillo
brillante conforme se acercaba a los margenes coloniales. Por otro lado, el
aislamiento de PM sana carecié de pigmentacion profusa, mostrando un
micelio de aspecto algodonoso de color blanco con tonalidades rosas-
naranjas, bordes semirregulares y un anillo de micelio més denso cerca de
los bordes. No se observo generacion de pigmentacion en el medio de
cultivo.

La plasticidad adaptativa-saprofitica de esta especie esta demostrada por
su aislamiento en: cuerno de Ceratotherium simum (Rinoceronte), Ojo de
Equus caballus (Caballo), en Estados Unidos (O'Donnell et al., 2016).

o F. thapsinum: El unico aislamiento de esta especie se obtuvo de una
muestra de PM Enferma en un predio de pH<5. Presentd un aspecto
algodonoso, con crecimiento radial y una reduccion en la densidad colonial
cerca de los bordes, sin mostrar pigmentacion. En el reverso, se observé
una pigmentacion cafesosa en el centro de la colonia, disminuyendo en
intensidad hacia los bordes Esta especie esta reportada en: Zea mayz
(Maiz): “Pudricion de la mazorca de maiz” (Leyva-Madrigal, et al.,2015),
“Amarillamiento o Madurez prematura del trigo” (Rangel-Castillo et al.,
2017)

e FIESC: EIl Unico aislamiento perteneciente a este complejo se obtuvo de una
muestra de deshidratada de CIE de hijuelos de PM enferma en un predio con pH<5
de baja incidencia de SMAP.

o F. cf. Incarnatum: La Unica colonia de esta especie mostrd micelio
moderado ligeramente abultado, de color blanquecino, con bordes
regulares y aumento en la densidad micelial en la periferia. En el reverso,
se observé una ligera pigmentacion del medio de cultivo de color amarillo,

a excepcién de la zona debajo de los bordes.
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La plasticidad adaptativa-saprofitica de esta especie estd demostrada por
su aislamiento en: nariz de Canis lupus (Perro), ojo de Ceratotherium
simum (Rinoceronte), placenta de Equus caballus (Caballo), piel de
Aldabrachelys gigantea (Tortuga Aldabra) en Estados Unidos (O'Donnell

etal., 2016).
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6.4.- Trichoderma spp. en muestras In situ/Deshidratadas de CIE de hijuelos calibre

Toronja de Agave tequilana
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Figura 6.45: Modelo relacional de UFC Trichoderma spp. contabilizadas en muestras de
lavado Insitu/Deshidratado de suelo adherido a hijuelos de Agave tequilana en predios
con Alta y Baja incidencia del sindrome de marchitez y pudricion de cogollo (SMAP);
con base al disefio experimental planteado. Caracterizacion cultural (anverso y reverso)

en medio de cultivo V8. Foto: 10 dias después de la siembra.

A partir de la siembra de muestras de CIE (In situ-Deshidratadas) en PDA, se realizo el
aislamiento de crecimientos putativos de Trichoderma spp. La identificacion se llevé a
cabo mediante la observacién de estructuras microscopicas y caracteristicas culturales
distintivas del género, como conidi6foros ramificados y esporulacion agrupada en

"pompones", respectivamente.

Debido a la rapida tasa de crecimiento de las colonias de Trichoderma spp., que les
permite colonizar casi por completo las cajas Petri con medios genericos (PDA),
suprimiendo el crecimiento de otros organismos e inhibiendo la germinacion de otros
propagulos de Trichoderma spp., la cuantificacion de UFC tiende a ser un indicador de la
presencia de este genero mas que de la prevalencia entre especies; indicando posibles
condiciones edafoldgicas-biologicas favorables para la proliferacion de este género, o a la

capacidad adaptativa de los aislamientos para prevalecer ante condiciones adversas.

En predios categorizados como con alta incidencia de SMAP, se obtuvieron 4 asilamientos
de Trichoderma spp., todos ellos en el predio 3 (pH<5), en muestras In situ de hijuelos de
PM Enferma, mostrando diferencias culturales entre si (V8-Agar), lo que sugiere la
posible presencia de diferentes especies (Figura 6.44). Tres de estos aislamientos se
obtuvieron a partir de crecimientos monoconidiales. Del aislamiento AAE7e se
contabilizaron 2 UFC, ambas con un crecimiento distinto respecto a los demas,
posiblemente debido a diferentes rutas metabodlicas que le confieren la adaptabilidad para

prevalecer sobre sus congéneres.

En predios con baja incidencia de SMAP, se realizaron 8 aislamientos de Trichoderma
spp., con diferencias culturales entre si (V8-Agar), exclusivamente de muestras de CIE In
situ. Siete de los ocho aislamientos se obtuvieron de muestras de PM Sana: Cuatro de ellos
procedian de predios con un pH<5 (tres del predio 2 y uno del predio 5: BAST14e)

mientras que los tres aislamientos restantes se obtuvieron del predio 4 (pH>5).
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El Gnico aislamiento de Trichoderma spp. obtenido a partir de muestras de PM enferma,
fue en el Predio 4 (pH<5); BAET6e, que mostro diferencias culturales respecto a los

aislamientos del mismo predio.

Se destaca la ausencia de Trichoderma spp. en las 16 muestras de CIE post-deshidratacion
(48 siembras en PDA). Esta ausencia de poblaciones del género podria atribuirse a una
posible susceptibilidad a la deshidratacion a la que se someten a los hijuelos o a la
sustitucién de sus poblaciones por parte de organismos mas adaptados al medio
saprofitico.

A partir de muestras de rizosfera de hijuelos Agave tequilana inoculados previamente a
su establecimiento con cepas de Trichoderma harzianum, T. virens y T. aureoviridae,
colectadas cada 90 dias durante el periodo de septiembre 2009 a julio 2011, Tlapal-
Bolafios (2013) reporta la susceptibilidad de Trichoderma spp. a altas temperaturas
ambientales y al estrés hidrico. Durante las épocas de sequia (marzo-junio) y de mayor
temperatura (30-34°C), las UFC del antagonista redujeron drasticamente sus valores,
llegando incluso a desaparecer por completo, en los tratamientos con T. harzianum y T.
aureoviridae. Esta reduccién en la poblacion de Trichoderma spp. coincidié con un

incremento en las UFC de Fusarium spp.

En cualquier caso, la deshidratacion agricola de los hijuelos de Agave tequilana previo a
su establecimiento, elimina las poblaciones de Trichoderma spp. en la pifiosfera de estos,
pone en riesgo la sanidad de estos, al desocupar un nicho ecoldgico que podria ser
aprovechado por organismos patogénicos, mismos que se encontraban suprimidos por la
actividad de Trichoderma spp, y otros agentes biologicos, en la rizosfera de la planta
madre (Baiyee, et al., 2019)
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6.4.1.- Relacion de la presencia de Trichoderma spp. y las especies Fusarium spp.

mas prevalentes en muestras de CIE In situ/ Deshidratadas

FSSC
F. falciforme

Figura 6.46: Modelo relacional de morfotipos (putativas especies) de Trichoderma spp
aislados del lavado Insitu/Deshidratado de suelo adherido a hijuelos de Agave tequilana.
colectados en predios con Alta incidencia del sindrome de marchitez y pudricion de
cogollo (SMAP); con base al disefio experimental planteado. Caracterizacion cultural
(anverso y reverso) en medio de cultivo V8. Foto: 10 dias después de la siembra.
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La presencia de Trichoderma spp. dentro de una muestra de CIE, no es necesariamente
excluyente de poblaciones de Fusarium spp. En todas las muestras de CIE donde se
detecté la presencia de Trichoderma spp., las poblaciones de Fusarium spp. (No. UFC)
no mostraron alteraciones significativas en comparacion con las muestras donde no se
detect6 la presencia del agente de control bioldgico. Esto podria ser el resultado de la
existencia de un ambiente homeostatico entre poblaciones de organismos en la pifiosfera
de los hijuelos. Sin embargo, la perturbacion ambiental de la pifiosfera, ocasionada por el
arranque (extraccion de hijuelos del medio edéfico donde se originaron) y la posterior
deshidratacion, generan una disrupcion en las relaciones edafico-bioldgicas. Esto favorece
algunos géneros/especies de organismos mas adaptados a un medio saprofitico y propicia

de manera directa o indirecta, la supresion de otros, incluyendo a Trichoderma spp.

Esto se ve evidenciado en el incremento poblacional de Fusarium spp., la alteracion de la
especie/complejo més prevalente y la ausencia de Trichoderma spp., en muestras de CIE
post-deshidratacion. Estos efectos contrastantes entre las poblaciones del patogeno vy el
agente de biocontrol pueden ser el resultado de diversas interacciones complejas entre las
caracteristicas fisico-quimicas y el ensamble bioldgico de la pifiosfera durante la
deshidratacion. Sin embargo, es posible que estas tendencias estén correlacionadas, lo que
sugiere una posible influencia entre el aumento de poblacion de Fusarium spp. y la

desaparicion de Trichoderma spp.

En el predio 3 (pH<5), Gnico predio con presencia del antagonista y categorizado con alta
incidencia de SMAP, se contabilizaron 5 UFC de Trichoderma spp., lo que resulto en 4
aislamientos con diferencias culturales entre si. Obtenidos de la muestra de CIE In situ de
hijuelos de PM Enferma, donde F. oxysporum (FOSC) (Figura 6.46; F11) fue la especie
mas prevalente. Posterior a la deshidratacion, F. falciforme (FSSC) (Figura 6.46; F12)
aumento su poblacion, hasta constituirse como la especie mas prevalente en la muestra

respectiva, mientras que Trichoderma spp. no mostré crecimiento alguno.
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Predio 5

Predio 5

FSSC
F. falciforme
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F. falciforme
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Predio 2 i
FIESC
F. ¢f. incarnatum

Predio 2
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Figura 6.47: Modelo relacional de morfotipos (putativas especies) de Trichoderma spp
aislados del lavado Insitu/Deshidratado de suelo adherido a hijuelos de Agave tequilana.
colectados en predios con Baja incidencia del sindrome de marchitez y pudriciéon de
cogollo (SMAP); con base al disefio experimental planteado. Caracterizacion cultural

(anverso y reverso) en medio de cultivo V8. Foto: 10 dias despues de la siembra.
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En predios categorizados con baja incidencia de SMAP, se determiné la presencia de

Trichoderma spp. en 3 de los 4 predios colectados, exclusivamente en muestras In situ:

Dentro de los predios con un pH<5: en el predio 2, se realizaron 4 aislamientos de
Trichoderma spp.: 3 en muestra de PM Sana, donde F. triseptatum (FOSC) (Figura
6.47; F5) fue la especie mas prevalente; posterior a la deshidratacion, F. falciforme
(FSSC) (Figura 6.47; F6) se convirtid en la especie mas prevalente. El aislamiento
restante se realiz6 de muestra de PM Enferma, donde F. bostrycoides (FSSC) fue
la especie mas prevalente In situ (Figura 6.47, F7), sustituida por F. cf. Incarnatum
(FIESC) posterior a la deshidratacion (Figura 6.47, F8).

El predio 5, presento 3 UFC de Trichoderma spp., pertenecientes a un unico
aislamiento, en muestra de PM Sana, donde la especie de Fusarium spp. mas
prevalente fue F. verticillioides (FFSC) (Figura 6.47; F17); F. falciforme (FSSC)
(Figura 6.47; F18), nuevamente se constituyd como la especie mas prevalente
post-deshidratacion

El predio 4, fue el Unico de los 4 predios con pH>5, en el que se encontro presencia
de Trichoderma spp., con 7 UFC contabilizadas, distribuidas en 3 aislamientos con
diferencias culturales entre si; obtenidos de la muestra In situ de CIE de hijuelos
de PM Sana; donde F. solani (FSSC) (Figura 6.47; F13) fue la especie de Fusarium
spp. mas prevalente. Posterior a la deshidratacion, nuevamente F. falciforme

(Figura 6.47; F14) fue la especie mas prevalente.

La plasticidad ecolégica de F. falciforme (FSSC) que le permite aumentar sus poblaciones

posterior a la deshidratacion (Figura 6.38-39), mostrando una heterogeneidad de

caracteristicas culturales y desplazando a la especie mas prevalente en muestras de CIE In

situ, en 4 de los 5 predios con presencia de Trichoderma spp. (Figura 6.46-47; F6, F12,

F14, F18), despierta un interés particular en esta especie. Obviando la necesidad de

pruebas de confrontacion entre los aislamientos de esta especie y los aislamientos de

Trichoderma spp. para determinar si la desaparicion de estos ultimos fue causada directa

o indirectamente por el incremento poblacional de esta especie. Ademas de determinar su

potencial patogénico mediante pruebas de patogenicidad con tejido de Agave tequilana,

con el fin de evaluar la necesidad de la aplicacion de un tratamiento preventivo para
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reducir la carga de inoculo de Fusarium spp. en el suelo adherido a hijuelos de Agave
tequilana sometidos a la deshidratacion agricola. Por otro lado, es pertinente considerar
la posibilidad de que el aumento de poblaciones de Fusarium spp. adaptadas a un medio
saprofitico genere una mayor competencia frente a especies o haplotipos patogénicos, lo

que podria ofrecer una alternativa de control biolégico.
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7.-CONCLUSIONES

La deshidratacién agricola de hijuelos de Agave tequilana calibre Toronja durante 14
dias mediante solarizacion genero una reduccion promedio en el didmetro del 10.6%
(£2.6%) con respecto a su medicion en fresco, resultando en un didmetro promedio
post-deshidratacion de 11.92 cm (+0.5). El peso de los hijuelos post-deshidratacion
presentd una reduccion promedio de 31.4% (+£2.6%), resultando en un peso promedio
de 1,577.43 g (295 g) post-deshidratacion. No se observaron efectos significativos
de los factores experimentales en ambas mediciones. Las hojas adyacentes al cogollo
y la base de las hojas basales mostraron los efectos méas notables de la deshidratacion.
La deshidratacion de hijuelos de Agave tequilana durante 14 dias no eliminé la
presencia de Fusarium spp. en tejido interno, obteniendo asilamientos en 21 de los
160 hijuelos recolectados. Ninguno de los factores experimentales fue determinante
en la presencia de Fusarium spp. en tejido interno. La drastica deshidratacion, la
eliminacion de la parte mas externa de la base de las hojas y la tamizacion del "gabazo”
durante el procesamiento del tejido interno contribuyeron a la baja presencia de UFC
de Fusarium spp.

Se identificaron tres complejos de especies de Fusarium spp. presentes en tejido
interno de hijuelos Agave tequilana sobrevivientes a la deshidratacion. EI complejo
mas prevalente fue FFSC: siendo F. verticillioides la especie mas prevalente (12/24),
seguida de F. lactis (3/24), F. nygamai, F. pseudocircinatum y F. proliferatum
presentaron Unicamente un aislamiento; seguido del complejo FOSC, representado
Unicamente por F. oxysporum (4/24) y FSSC fue el complejo menos prevalente (2/24),
representado por aislamientos unicos de F. falciforme y F. bostrycoides. No se
encontrd relacion entre la presencia de Fusarium spp. en tejido interno de los hijuelos
y la sanidad de las plantas madre.

Primer reporte de las especies F. nygamai (FFSC) F. pseudocircinatum (FFSC), F.
faciforme (FSSC) y F. bostrycoides (FSSC) asociadas a tejidos internos de hijuelos de
Agave tequilana calibre toronja y sobrevivientes a la deshidratacién de estos.

Se obtuvieron dos aislamientos de Trichoderma spp. en tejido interno de hijuelos de

Agave tequilana, sometidos a deshidratacion agricola, originados de plantas madre
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sanas. Abriendo la puerta a investigaciones futuras sobre el potencial de Trichoderma
spp. enddfito para el manejo integrado del SMAP.

En predios de alta incidencia de SMAP, la sanidad de la Planta Madre (PM) fue el
factor experimental determinante en la carga de indculo de Fusarium spp. en la
pifiosfera de los hijuelos (CIE), hijuelo originados de PM enferma presentaron una
mayor carga de indculo en comparacion con aquellos originados de PM sana. No se
encontr6 un efecto significativo del momento de toma de muestra de la CIE.

En predios con baja incidencia de SMAP, se observé una diferencia significativa en
la carga de in6culo de Fusarium spp. en la interaccion del momento de toma de
muestra y el pH del suelo. Las muestras de PM enferma presentaron el mayor
incremento la carga de indculo de Fusarium spp. post-deshidratacion.

En muestras de CIE de predios con un pH>5, se observé una prevalencia dominante
del complejo FSSC representado por F. falciforme y F. solani como las especies mas
prevalentes tanto en muestras In situ como post-deshidratacion. EI complejo FFSC fue
representado por las especies F. verticillioides y F. proliferatum, con una prevalencia
diversa en momento de toma de muestra y sanidad de Planta Madre.

En contraste, en predios con pH<5, nuevamente el complejo FSSC predomind, con F.
falciforme siendo altamente prevalente. Sin embargo, se observé una mayor
diversidad de especies y complejos, con la presencia de FFSC, FOSC, y FIESC, que
incluyen especies como F. proliferatum, F. thapsinum, F. triseptatum, F. oxysporum
y F. cf. Incarnatum Las muestras de PM Sana mostraron una mayor dinamica en la
prevalencia de especies, con cambios significativos post-deshidratacion,
especialmente en predios de baja incidencia de SMAP. En contraste, las muestras de
PM Enferma exhibieron una estabilidad relativa en la composicion de especies,
aunque también se observaron cambios en algunos predios.

Primer reporte de las especies: F. thapsinum (FFSC), F. triseptatum (FOSC) y F.
bostrycoides (FSSC) asociados a la pifiosfera de hijuelos de Agave tequilana

La presencia Trichoderma spp. en muestras de CIE, exhibe una tendencia a presentar
una mayor prevalencia en pH<5 y una diferencia significativa entre predios con alta y
baja incidencia de SMAP. En predios con alta incidencia de SMAP, se observé una

presencia limitada de Trichoderma spp., exclusivamente de muestras In situ de
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hijuelos de PM enferma. En contraste, en predios con baja incidencia de SMAP, se
obtuvieron un mayor nimero de aislamientos de Trichoderma spp., exclusivamente
de muestras In situ de hijuelos originados en principalmente de PM sanas, lo que
sugiere una asociacion entre la sanidad de la planta madre y la presencia de
Trichoderma spp. en la pifiosfera de los hijuelos, como resultado de un entorno
rizosferico balanceado.

La presencia de Trichoderma spp. en muestras de CIE no excluye necesariamente la
presencia de Fusarium spp. Las poblaciones de Fusarium spp. no mostraron cambios
significativos en presencia de Trichoderma spp., sugiriendo una posible coexistencia
en la pifiosfera de los hijuelos.

Es importante destacar que no se observo la presencia de Trichoderma spp. en las
muestras deshidratadas, lo que podria indicar una susceptibilidad de este antagonista
a la deshidratacion o una supresion por parte de otros organismos mas adaptados al
medio saprofitico. Estos hallazgos resaltan la importancia de considerar los efectos en
la dinamica poblacional Trichoderma spp. de las practicas culturales en el Agave

tequilana, para mantener la salud del suelo y prevenir la proliferacion de patdgenos.
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9.-ANEXOS

9.1.- Medios de Cultivo empleados:

Medio de Cantidad
Organismos . Objetivos Reactivos Notas
g Cultivo J (1000 ml)
Aislamiento,Crecimientoy  |PDA 399
PDA .
Caracterizacion Agar 59
L-Asparagine 29
KH,PO, 1lg
Aislamiento Semiselectivo [ M9504 * 7H20 0.59 c E
KOMADA . KCl 059 =
Fusarium spp. € o
D-Galactosa 209 o g
Agar 20 g S
*PCNB 169 8 8s
~ NH,NO, lg 029G
>y KH,PO, 099 O&' 2 N
< MgSO, + 7H,0 029 &85
S TSM Alslamiento Semiselectivo  [KC] 0.15g S oy
- o L
3 Trichoderma spp. Glucosa 3g E o 3
2 Rosa de Bengala 0.15g Ss 2o
= = X <
> Agar 209 S c 8
g *PCNB 0.2mL © 3o
3 S & o
= Agar 209 “C’ = &
> * i o @
£ AGUA-AGAR Purificacion (Punta de Hifa) [ oranenicol 0259 832
a Estreptomicina 0.25¢g = 5 x
L *Acido Lactico 20 mi S o<
8 L-Asparagine 29 8T o
10 838
S KH,PO, lg o5 S
e MgSO,+7H,0  [05¢ 2 28
SNA Esporulacion de Fusarium spp. D O
Glucosa 0.29g » o
Sacarosa 029 % -8
Agar 20 g S 2
VB-AGAR Caracterizacion Trichoderma |Jugo de V8 250 ml |2
spp. Agar 209
Glucosa 409
SABORAUD Caracterizacion Fusarium spp. Pe_ptona de Carne 59
Triptona 39
Agar 20 g
AGAR Aislamiento, Crecimiento, Agar Nutritivo 399
BACTERIAS NUTRITIVO Purificacion Agar 59 Sin
(Bacillus spp.) R2A-AGAR® Aislamiento y Purificacionde |R2A-AGAR® 18¢ antibiotico
Bacillus spp. Agar 59
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9.2.- Organismos monosporicos conservados:

Cuadro 9.4.- 7 aislamientos monosporicas de Fusarium spp. conservadas a partir de
siembras de Muestras de Suelo:

Incidencia Rango Predio| Muestra | Prev ID . Especie
pH. conservacion| (EF-1a)
1 ANEF140s
Foco 2 ANEF141s
pH >5 1
Alta 3 ANEF142s
PeriFoco 1 ANSF143s
pH<5 3 PeriFoco 1 AASF145s
) pH<5 2 Foco 1 BAEF144s
Baja .
pH>5 4 PeriFoco 1 BNSF146s

Cuadro 9.5.- 8 aislamientos monosporicas de Trichoderma spp. conservadas a partir de
siembras de Muestras de Suelo:

Incidencia Rango Predio] Muestra | Prev. ID ., Especie
pH. conservacion| (EF-1a)
1 ANET14s
Foco
pH>5 1 2 ANET15s
Alta Perifoco 1 ANST16s
3 Foco 1 AAET18s
pH <5 -
8 Perifoco 1 AAST21s
pH>5 4 Perifoco 1 BNST19s
Baja 2 Perifoco 1 BAST17s
pH <5 .
5 Perifoco 1 BAST20s
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Cuadro 9.6.- 24 aislamientos monosporicas de Fusarium spp. conservadas a partir de
siembras de Sobrenadante del Macerado de Tejido Interno:

Sanidad .
Inciden. Rarll|go Predio P. HIO ID conser. I(Eégef;
b Madre J
Sana 2 BASF8m F. verticilloides
pH <5 2 :
Enferma 3 BAEF9mM F. bostrycoides
6 Sana 6 BNSF20m F. nygamai
4 BNSF13m F. falciforme
) 2 BNSF14m F. verticilloides
Baja
Sana 7 BNSF15m F. oxysporum
pH>5
4 o BNSF16m F. verticilloides
BNSF17m F. oxysporum
7 BNEF18m F. verticilloides
Enferma .
10 BNEF19m F. proliferatum
8 AASF10m F. verticilloides
Sana S
3 9 AASF11m F. verticilloides
Enferma 6 AAEF12m F. oxysporum
pH <5 AASF21m F. verticilloides
Sana 1 )
o AASF22m F. lactis
1 AAEF23m F. oxysporum
Enferma ]
7 AAEF24m F. lactis
Alta 6 ANSF1m . pseudocircinatum
Sana 9 ANSF2m F. verticilloides
10 ANSF3m F. verticilloides
pH>5 1 2 ANEF4m F. verticilloides
ANEF6m F. verticilloides
10 ANEF7m F. verticilloides
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Cuadro 9.7.- 2 aislamientos monosporicas de Trichoderma spp. conservadas a partir de
siembras de Sobrenadante del Macerado de Tejido Interno:

Rango Sanidad No Especie
Inciden. Hg Predio P. Hi'. ID conser. (EIF:)-la)
P Madre J.
Alta pH <5 3 Sana 1 AAST1m
Baja pH <5 5 Sana 6 BAST2m
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Cuadro 9.8.- 116 aislamientos monospdricas de Fusarium spp conservadas a partir de
siembras de Muestras de CIE:

. . | Sanidad .
Inciden | Rang | Predi Toma Especie
0 pH. o Muaestr Muestra Prev.| ID conser. (EF-1a)
F.
1 BASF40e .
triseptatum
2 BASF41le
3 BASF42e
Insitu 4 BASF43e .
F.
Sano 5 BASF44e compactum
6 BASF45e
7 BASF46e .
) 1 BASF47e F. falciforme
Deshléiratad 5 BASF48e
2 3 BASF49e .
F.
: 1 BAEFS0e bostrycoides
Insitu 2 BAEF5le F.falciforme
3 BAEF52¢ .
1 BAEFS3e Inczfnca]::[um
Baja pH<5 Enfermo .
Deshidratad 2 BAEF54e Oxyspor_ur:n
0 f.sp. radicis-
lycopersici
3 BAEF55e
4 BAEF56e .
F.
1 BASF83e verticillioide
Insitu S
2 BASF84e
3 BASF85e .
Sano 1 BASF86e F.falciforme
2 Deshidratad 2 BASF87e
eshidratad 5 pAsEgge .
0 )
4 BASF89e F. falciforme
5 BASF90e .
Enf Insit 1 BAEF91e F. falciforme
nfermo nsitu > BAEFO2e
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3 BAEF93e
4 BAEF94e )
i 1 BAEF95e F.thapsinum
Deshl(;jratad 5 BAEF96e
3 BAEF97e .
1 BNSF71e F. solani
Insit 2 BNSF72e
S 3 BNSF73e
ano 4 BNSF74e .
Deshidratad 1 BNSF75e F. falciforme
0 2 BNSF76e )
F.
4 1 BNEF77¢ proliferatum
Insitu F.
2 BNEF78e bostrycoides
3 BNEF79e )
Enfermo =
) 1 BNEF80e verticillioide
Deshidratad S
° 2 BNEF8Ie
3 BNEF82e .
H <5 1 BNSF98e F. falciforme
P 2 BNSF99e
Insitu 3  BNSF100e
4  BNSF101e
Sano 5 BNSF102e
6 BNSF103e .
) F.
DeSh'gratad 1 BNSF104e verticillioide
S
6 1 BNEF105 F. falciforme
e
5 BNEF106
Insitu €
BNEF107 F. solani
Enfermo 3 o
BNEF108
4 e
Deshidratad 1 BNEF109 F. falciforme

0

e
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Inciden.

Rango
pH

Predio

Sanidad
Muestra

Toma
Muestra

Prev.

1D conser.

Especie
(EF-1a)

Alta

pH <5

Sano

Insitu

AASF57e
AASF58e
AASF59¢
AASF60e

F. falciforme
F. falciforme

Deshidratado

AASF61e
AASF62e

F. falciforme
F. falciforme

Enfermo

Insitu

AAEF63e
AAEF64e
AAEF65e
AAEF66e
AAEF67e

F. oxysporum

Deshidratado

AAEF68e
AAEF69e

AAEF70e

F. falciforme

F.
verticillioides

Sano

Insitu

AASF125e
AASF126e
AASF127e
AASF128e
AASF129e
AASF130e

F. falciforme

Deshidratado

AASF131e
AASF132e

F. falciforme

Enfermo

Insitu

AAEF133e
AAEF134e
AAEF135e
AAEF136e
AAEF137e

F. falciforme

Deshidratado

N RP|JOT B WODNEFRPIDDMPEFPIOOOTEE WODNEFEP] WO NPl ODNEPINNEPIERLODN P

AAEF138e
AAEF139

pH >5

1

Sano

Insitu

-

ANSF25e

ANSF26e
ANSF27e

F. oxysporum
f.sp. radicis-
lycopersici

Deshidratado

W N RFRPIWDN

ANSF28e
ANSF29e
ANSF30e

F. proliferatum
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1 ANEF3le F.falciforme
2 ANEF32e
Insitu 3 ANEF33e
4 ANEF34e
Enfermo 5 ANEF35e ._
1 ANEF36e F.falciforme
F.
Deshidratado 2 ANEF37e verticillioides
3 ANEF38e .
4  ANEF39 F. falciforme
1 ANSF110e F. falciforme
Insitu 2 ANSFl1le :
3 ANSF112e F. falciforme
Sano .
. 1 ANSFlise verticiII:Iioides
Deshidratado 5 ANSE114e
3 ANSF115e .
1 ANEF116e F. falciforme
2 ANEF117e F. falciforme
Insitu 3 ANEF118e
4  ANEF119e
Enfermo 5 ANEF120e .
1 ANEF121e F. solani
. 2 ANEF122e F. falciforme
Deshidratado 3 ANEF123e
4  ANEF124e
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Cuadro 9.9: 11 aislamientos monosporicas de Trichoderma spp conservadas a partir de
siembras de Muestras de CIE:

Inciden. R;rll'go Predio ﬁﬂé;ﬁg M-Loer?t?a Prev.| ID conser. I(Eé’gef;
1 BAST3e
Sano Insitu 2 BAST4e
3 BAST5e
pH < 2 1 BAETG6e
3 _ 2 BAET7e
) Enfermo Insitu
Baja 3 BAETS8e
4 BAET%e
5 Sano Insitu 1 BAST13e
1 BNST10e
pH >5 4 Sano Insitu 2 BNST11le
3 BNST12e
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