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RESUMEN

Agave potatorum es un importante cultivo para la produccion de mezcal en el estado de Puebla cuya
siembra en monocultivo se ha extendido a gran escala desde que se consiguié la denominacioén de
origen. En octubre de 2022, en el municipio de Tecali de Herrera, Puebla, en una investigacion de
campo, se observaron y muestrearon plantas de Agave potatorum de 1.5 aios con sintomas de infeccion
por hongos: follaje amarillento, marchitez y reduccion en el crecimiento. De las plantas infectadas se
aislaron e identificaron morfométrica, morfologica, cultural y molecularmente (ITS), 2 cepas de
hongos fitopatogenos: Alternaria alternata y Fusarium sporotrichioides. Posteriormente, como
alternativa de tratamiento se probd el potencial antagonista de 5 cepas de bacterias cianotroficas
aisladas de relaves mineros: Brevundimonas vesicularis, Bacillus cereus, Cellulosimicrobium sp., y
Microbacterium paraoxydans (2 cepas), bajo el supuesto de que al estar expuestas a ambientes con
altos niveles de toxicidad las bacterias contarian con diversas estrategias para garantizar su
supervivencia, como el biocontrol. Los dos hongos aislados y caracterizados fueron antagonizados en

un 100% por las 5 cepas bacterianas.

Palabras clave: Agave potatorum; antagonismo; bacterias cianotroficas; control biologico;

fitopatogenos.
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ABSTRACT

Agave potatorum is an important crop for mezcal production in Puebla, whose monoculture planting
has expanded on a large scale since the denomination of origin was obtained. In October 2022, in the
municipality of Tecali de Herrera, Puebla, field research observed and sampled 1.5-year-old Agave
potatorum plants with symptoms of fungal infection: yellowing foliage, wilting, and reduced growth.
From the infected plants, 2 strains of phytopathogenic fungi were isolated and identified
morphometrically, morphologically, culturally, and molecularly (ITS): Alternaria alternata and
Fusarium sporotrichioides. Subsequently, as a treatment alternative, the antagonistic potential of 5
strains of cyanotrophic bacteria isolated from mine tailings was tested: Brevundimonas vesicularis,
Bacillus cereus, Cellulosimicrobium sp., and Microbacterium paraoxydans (2 strains), under the
assumption that when exposed to environments with high levels of toxicity the bacteria would have
various strategies to ensure their survival, such as biocontrol. The two fungi isolated and characterized

were 100% antagonized by the 5 bacterial strains.

Keywords: Agave potatorum; antagonism; cyanotrophic bacteria; biological control; phytopathogens.

INTRODUCCION Zacatecas. En la actualidad, la elevada demanda
Los agaves de México han sido de gran del mezcal en el mundo ha conducido a altas

importancia economica y cultural para diversos tasas de extraccion de la materia prima. En su
informe estadistico del 2024, el Consejo
Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal
(COMERCAM), establecio que en el 2023 se

produjeron 12,239,655 litros de mezcal de los

pueblos indigenas pues se han utilizado como
fuente de alimento, bebida, medicina,
combustible, textiles, abono, implementos

agricolas y principalmente para la produccion

de distintos tipos de bebidas alcohdlicas como cuales 7,829,669 litros fueron envasados para

el mezcal y el tequila [1], que ha continuado mercado de exportacion y el restante se envaso

hasta nuestros dias y su produccién se ha para el mercado nacional, generando 55,000

extendido en diferentes comunidades de empleos directos y 210,000 indirectos [3].

Meéxico [2]. Especificamente, el mezcal es un Dadas las condiciones ambientales de los
producto con denominacién de origen diferentes estados de la Republica Mexicana
mexicano, lo que significa que su propiedad que cuentan con denominacién de origen para
intelectual estd protegida en  distintos la produccion de mezcal, existen diversas
municipios pertenecientes a los estados de especies del género Agave ttiles para tal
Meéxico: Durango, Guanajuato, Guerrero, proposito. En el territorio nacional existen un
Oaxaca, San Luis Potosi, Puebla, Tamaulipas y total de 159 especies de Agave, que representan
30
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el 75% del total de especies del género en todo
el mundo, y de estas, se conoce que 125 son
potenciales para la elaboracion de la bebida [4].
Sin embargo, a pesar de contar con una alta
diversidad, el 95.44% del mezcal se obtiene a
través de solo 8 especies de Agave, con un claro
predominio por el uso del Agave angustifolia o
“maguey espadin” con el 86.31% seguido por
el Agave potatorum o “maguey tobala” con el
2.24% de la produccion del mezcal [3], lo que
representa una marcada tendencia hacia su

produccion a través de monocultivos.

En cuanto a la producciéon en el estado de
Puebla, se consiguio6 la denominacion de origen
en el afio 2015 [5], dando comienzo a la
explotacion del género, siendo el Agave
potatorum la especie endémica mayormente
explotada en la region [6], lo cual resulta
controversial si se toma en cuenta que la bebida
puede obtenerse de mas de 50 especies de
[7], Esto fuerte

problematica ambiental, pues si bien el mezcal

Agave representa una
ha mostrado ser un producto de desarrollo
social y econdmico, los efectos ambientales de
su extraccion en monocultivo han comenzado a
vislumbrarse. Ejemplo de ello es lo ocurrido en
la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan,
en donde la fiebre por el Agave para la
elaboracion artesanal del mezcal ha conducido
a la erosion del suelo y a la pérdida de
biodiversidad en el sitio [8]. También, en 2019,
en la Cuarta Reunion Nacional de Manejadores
de Maguey Forestal, se report6 que, el extender
los monocultivos de Agave promueven el
cambio de wuso de suelo mediante la

deforestacion y la desaparicion total de la
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vegetacion  natural, generando  distintos
problemas fitosanitarios [8]. Esta practica de
produccion de mezcal reduce ademas la
diversidad no solo del género sino de la
vegetacion de la region y estd documentado que
la pérdida de diversidad de un ecosistema se
asocia con una menor estabilidad y pérdida de
funciones, como el biocontrol, lo que
incrementa la susceptibilidad de las especies
remanentes al ataque de plagas [9] a diferencia
de cultivos rotativos [10] o mixtos [11]. Asi
mismo, es sabido que un ecosistema agricola
propenso a plagas e infecciones puede
desaparecer y/o la perder productividad o la
calidad del producto. Para evitarlo, se ha
recurrido al empleo de agrotoxicos, que han
demostrado solucionar el problema, pero solo
en el inicio, pues su uso constante, asi como su
mala aplicacion, pueden provocar resistencia a
dichas plagas y toxicidad sobre diferentes
[12]. De

especifica, las infecciones de cultivos causadas

especies no objetivo manera
por hongos resultan de interés, pues su

capacidad de reproducirse sexual vy
asexualmente, en conjunto a sus adaptaciones
epigenéticas y gendmicas, permite una rapida
evolucion frente a entornos cambiantes lo que
facilita el desarrollo de resistencia a
antifungicos [13]. Por lo que un diagndstico
temprano y preciso reduciria la propagacion del
patogeno en concreto, el uso de productos
quimicos y las pérdidas de rendimiento

asociadas a las infecciones [14].
Por otra parte, como una alternativa al uso de

agrotoxicos, se han desarrollado y utilizado

técnicas de control bioldgico que intentan
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imitar lo que ocurre de manera natural en los
ecosistemas. Entre estas técnicas se encuentra
el antagonismo microbiano, el cual consiste en
el uso de microorganismos que interactiian con
el patogeno para reducir su efecto o virulencia.
El empleo de microorganismos para el control
de patdgenos cuenta con casos exitosos como el
reportado por Trinidad-Cruz et al. [15] en
donde se ejercid biocontrol sobre Fusarium
oxysporum, que causa sintomas de enfermedad
sobre A. cupreata, a través del empleo de
hongos micorricicos arbusculares los cuales
lograron disminuir hasta un 33% la severidad
de la marchitez del Agave. Otro ejemplo es el
reportado por Guerra-Camacho et al. [16] en
donde mediante el aislamiento de bacterias
halofilas provenientes de suelos salinos de
Campeche, se encontrd actividad antifingica,
principalmente del género Bacillus spp. contra
el hongo fitopatégeno  Colletotrichum
gloeosporioides. Por su parte, debido a la
afeccion de la produccion de trigo por
Fusarium proliferatum, se estudio el efecto del
consorcio de bacterias rizosféricas aisladas de
plantas de fresa: Pseudomonas mediterranea,
Pantoea antophila y Variovorax paradoxus,
demostrando que no solo antagonizaron el 70%
del crecimiento de F. proliferatum sino que
también maximizaron el crecimiento de los
cultivos de trigo en el Bajio de México [17], por
lo tanto, el control de hongos a través de
bacterias es una interaccion exitosa en el ambito

agricola.

Actualmente los mecanismos de biocontrol

suelen llevarse a cabo tanto  por

microorganismos nativos como por los
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llamados exoticos o foraneos. En cuanto al uso
de estos ultimos, se intenta encontrar funciones
de microorganismos que han sido aislados e
identificados con otros fines y que pueden ser
utiles ante la problematica planteada,
explotando su multiple potencial benéfico. Para
este estudio, se contd con microorganismos
cianotroéficos aislados de relaves mineros, cuyo
potencial ha sido probado en la resistencia,
biodegradaciéon y asimilacion de altas
concentraciones de cianuro [18], pero que no
han sido explorados en interacciones con

patégenos microbianos de plantas.

Teniendo en cuenta lo anterior, el principal
propdsito de este trabajo fue identificar los
hongos patdégenos que actualmente infectan
cultivos de Agave potatorum destinados a la
produccion de mezcal en el estado de Puebla y
pueden productividad.

que mermar Su

Posteriormente, se busca proponer su

biocontrol mediante el uso de bacterias
cianotroficas aisladas de relaves mineros a
través de pruebas de antagonismo, con el fin de
encontrar una opcion de tratamiento y
conservar la poblacion de A. potatorum

infectada con hongos patogenos.

METODOLOGIA

Colecta de muestras y aislamiento de los
hongos fitopatogenos

En el mes de octubre de 2022 se realiz6 un
muestreo de campo en Tecali de Herrera,
Puebla, México (18.82755° N, 9794027° W;
18.82748° N, 97.94015° W), en dos areas de

aproximadamente 15 ha de cultivo comercial de
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Agave potatorum con plantas de 1.5 afios. El
muestreo fue de tipo cualitativo, es decir, se
seleccionaron aquellas plantas con sintomas de
infeccion: follaje amarillento, marchitez y
reduccion en el crecimiento. Se colectaron y
trasladaron para su analisis en laboratorio un
total de 20 plantas sintomaticas, 10 por cada
sitio de muestreo. Cada hongo fitopatoégeno se
aislé de acuerdo con Xia (modificado) en 2021
[19]: de las 10 plantas sintomaticas, se cortaron
fragmentos (5 mm?) de tejido del sintoma de la
hoja y de las raices necrosadas (5 mm), se
desinfectaron con NaClO al 3% durante 1
minuto, se enjuagaron con agua destilada estéril
y se sembraron con pinzas estériles en cajas
Petri que contenian agar papa dextrosa (PDA),
¢éstas se incubaron a 25 °C £ 1 °C en oscuridad
durante 12 dias. Finalmente se obtuvieron dos

aislamientos con el método de punta de hifa.

Caracterizacion morfométrica, morfologica

y cultural

Las variables determinadas a los diferentes
aislamientos fueron: forma de crecimiento y
coloracion del micelio, forma color y tamafo de

los conidios macro y microconidios.

Pruebas de patogenicidad

Se identificaron dos hongos de acuerdo con la
caracterizacion morfométrica, morfologica y
cultural: Alternaria spp. y Fusarium spp. La
confirmacion de la patogenicidad de ambos fue
conducida de manera similar a través de los
postulados de Koch. Para Alternaria spp., la

patogenicidad se confirm6 mediante la
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inoculacion de cinco hojas de cinco plantas
(n=25) de Agave potatorum de 1.5 afios en
etapa vegetativa cultivadas en macetas con
suelo estéril. Se depositd una alicuota de 20 pL.
de wuna suspension de conidios a una
concentracion de 1 x 10° esporas mL™! sobre las
hojas. Como tratamiento control, se aplicaron
20 pL de agua destilada estéril a cinco hojas de
dos plantas (n=10). Para Fusarium spp., la
patogenicidad se confirm6 mediante la
inoculacion de 10 plantas de Agave potatorum
de un afo en etapa vegetativa cultivadas en
macetas con suelo estéril. Se depositd un
alicuota de 20 pL. de una suspension de conidios
a una concentracién de 1 x 10° esporas mL"!
entre el tallo basal de la planta y la rizosfera.
Como tratamiento control, se aplicaron 20 pL

de agua destilada estéril a cinco plantas.

Para los dos tratamientos, las plantas inoculadas
y control se colocaron en un invernadero a 25 +
1 °C y 90 % de humedad relativa. Las pruebas
de patogenicidad se repitieron tres veces.

Caracterizacion molecular

Se eligieron dos aislamientos representativos de
cada hongo fitopatégeno para la identificacion
molecular y se extrajo el ADN gendmico
mediante el  protocolo  bromuro de
cetiltrimetilamonio [20]. El ADN fue enviado a
(Seoul,

amplificacién y secuenciacion de la region

Macrogen Inc. Korea) para la
espaciadora interna transcrita ITS de acuerdo
con White et al. [21] con los oligonucledtidos
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e

ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3').
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Las secuencias obtenidas (540 pb) fueron
editadas con MEGA11 V.11.0.13 y alineadas a
través de BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
las secuencias de los aislamientos de la base de

con

datos con 99% de similitud se obtuvo una
secuencia consenso que fue nuevamente
alineada con BLAST y se determind la
identidad de los hongos. Las secuencias con el
100% de similitud fueron subidas al GenBank a
Banklt
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/) y se

través de la herramienta

solicito el numero de acceso.

Analisis de la capacidad antagonista de
bacterias cianotroficas

Se utilizaron cinco cepas de Dbacterias
cianotroficas seleccionadas aleatoriamente de
un total de 23 aislados de una presa de relaves
mineros, en Guanajuato, México bajo la
metodologia indicada en la NOM 004
SEMARNAT 2002 por Alvarado-Lopez et al.
[18]. Al momento de la experimentacion se
desconocia la identidad de las cepas, sin
embargo, la identificacion hecha por Alvarado
Lopez en 2023, indico que se trataban de:
Brevundimonas vesicularis, Bacillus cereus,
sp.,
Microbacterium paraoxydans.

Cellulosimicrobium y dos cepas de

Previo a los ensayos de antagonismo, se realiz
la seleccion del medio de cultivo donde se
ensayo el antagonismo, de tal forma que los dos
tipos de microorganismos pudieran crecer
exitosamente. Los hongos aislados y las

bacterias cianotroficas fueron inoculados en
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placas de medio solido Luria Bertani (LB) y en
agar papa dextrosa (APD) y se monitoreo el
crecimiento por 7 dias, tiempo en que el hongo

dej6 de crecer.

La capacidad antagonista de las bacterias sobre
los hongos patogenos se llevo a cabo mediante
la metodologia de agar de doble capa descrita
por Mufioz-Rojas et al. [22]. Brevemente, las
bacterias crecieron a través de un indculo en
medio liquido Luria Bertani (LB) por un
periodo de 24 h, transcurrido este tiempo se
cuantificaron las UFC/mL a través de la técnica
de goteo en placa y se tomaron alicuotas de 50
ul que fueron depositadas y esparcidas para su
crecimiento en placas de medio s6lido LB por
24 h. Transcurrido este tiempo, la masa
bacteriana fue retirada con un portaobjetos
estéril y las bacterias remanentes fueron
eliminadas a través de vapores de cloroformo
con la placa invertida por un periodo de 1 hora.
Posteriormente las placas fueron ventiladas en
condiciones de esterilidad para eliminar el
cloroformo restante. Las placas libres de
bacterias y cloroformo fueron inoculadas con
los hongos fitopatégenos con ayuda de un
sacabocados de 5 mm de didmetro. La
capacidad antagénica se determind midiendo
diariamente el didmetro del hongo patogeno de
Agave. El crecimiento se determind cada 24 h'y
correspondio al aumento radial (aumento de
longitud) del hongo en la caja Petri y se obtuvo

mediante la siguiente ecuacion.

(D (i+24n) — Dy)

Crecimiento (i + 24h) = >
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Donde
i=0h,24h,48h,96h, 120h, 144 hy 168 hy

D = Didmetro del hongo.

La inhibicion se determiné al séptimo dia con

la siguiente formula:

Crecimiento g, — Crecimiento, qiamiento

%Inhibiciéon = —
Crecimiento niro

Todos los ensayos fueron realizados con un
control, es decir, se llevo a cabo todo el
protocolo descrito por Mufoz-Rojas, pero sin

indculo bacteriano.

RESULTADOS

Aislamientos, patogenicidad y

caracterizacion de los hongos fitopatogenos

En los dos sitios de muestreo, se encontraron
plantas de 1.5 afios en etapa vegetativa, con
sintomas en el follaje de amarillamiento,
marchitez generalizada y reduccion del
crecimiento. En las raices se observo pudricion
blanda y necrosis, éstas se desprendian
facilmente de la planta, se determind una
incidencia de la enfermedad de 40%. En otras
plantas, se identificaron en las hojas lesiones
necroéticas circulares, rodeadas de un halo
purpura, esparcidas por todas partes de las hojas
infectadas, las lesiones necréticas continuaron
expandiéndose, formando estructuras
irregulares al unirse, con presencia de cadenas
concéntricas de conidios negros, finalmente se
observo defoliacion, con una incidencia y

severidad estimada de 40%.
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De cada planta enferma se obtuvieron dos
aislamientos, consiguiendo un total de 20
aislamientos de cada hongo fitopatdgeno.
Cuando los hongos fueron inoculados en
plantas sanas, todas mostraron sintomas
similares a los observados en el campo, a los 12
dias para el que posteriormente fue identificado
como Alternaria spp. y 16 dias para el
posteriormente identificado como Fusarium
spp., mientras que no se observaron sintomas en
los controles. Los hongos se volvieron a aislar
de las plantas inoculadas como se describe
anteriormente, cumpliendo con los postulados

de Koch.

Los aislados se identificaron

morfométrica, morfolégica y culturalmente

hongos

como Alternaria spp. y Fusarium spp. E1 100%

spp.,
presentaron micelio algodonoso de color blanco

de los aislamientos de Alternaria
que posteriormente se tornd marroén oscuro. Se
observaron conidios en cadenas simples o
ramificadas. Estos conidios eran obclavados,
elipticos, con septos transversales o
longitudinales y median 17.3 a 40.8 um de
largo y de 7.9 a 14.9 um de ancho (n=100). De
acuerdo con la morfologia de la colonia y los
conidios, los aislamientos se identificaron
como Alternaria alternata [23]. Por otra parte,
el 100 % de los aislamientos de Fusarium spp.
presentaron micelio esponjoso de color blanco
rosado de rapido crecimiento. Se observaron
abundantes microconidios, hialinos, ovalados a
fusiformes, de paredes delgadas, que median
7.9 a 10.8 um de largo y de 2.4 a 3.9 um de
ancho (n=100), mientras que los macroconidios
fueron  hialinos, de

paredes  gruesas,
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falciformes, de cinco a siete septos, que median
25.5a37.2 um de largo y de 4.2 a 6.5 um de
ancho (n=100). Con base en las caracteristicas
morfologicas, los aislamientos  fueron
identificados presuntivamente como Fusarium

sporotrichioides [24].

Identificacion molecular

El andlisis de las secuencias nucleotidicas con
BLAST confirm¢ la identidad de las especies
de los dos hongos aislados. Las secuencias de
un aislamiento representativo (Aa-7) mostraron
100% de similitud (506 pb)
asilamientos de A. alternata de la base de datos
(GenBank: ON705514, MWO009043). En el

caso de Fusarium sporotrichioides, el analisis

con los

BLAST del aislamiento representativo Fs-3,
mostré un 100% de similitud (497 pb) con los
secuencias nucleotidicas de aislamientos de F.
sporotrichioides de la base de datos (GenBank:
KU935671, FJ614629). Las secuencias con el
100% de similitud se depositaron en el
GenBank con los nimeros de acceso PQ361289
y PQ361304, para A.

sporotrichioides respectivamente.

alternata 'y F.

Analisis de la capacidad antagonista de

bacterias cianotroficas

Las cinco cepas bacterianas: Brevundimonas

vesicularis, Bacillus cereus,

Cellulosimicrobium sp. y dos cepas de

Microbacterium paraoxydans y los dos hongos
identificados:

fitopatdogenos  previamente

Alternaria alternata y Fusarium

sporotrichioides mostraron crecimiento en el
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medio LB, no asi en el de PDA, donde se
observo un mejor crecimiento de los hongos,
pero nulo de las bacterias. Es necesario
mencionar que el crecimiento de los hongos en
medio LB se retrasé en comparado con PDA,
en donde los hongos llenaban la caja Petri en un

periodo de 6 dias.

La concentracion de la suspension bacteriana
inoculada en la placa, en UFC/mL, fue la
siguiente para cada bacteria: 1.65x10° para
sp.,  1.1x10°  para
vesicularis, 1.15x10° y

1.2x10° para las dos cepas de Microbacterium

Cellulosimicrobium

Brevundimonas

paraoxydans. La concentracion de Bacillus
cereus no se pudo determinar debido a su
crecimiento acelerado en placa. Las bacterias
de la suspension inoculadas en el medio sélido

LB, tardaron 24 horas en crecer en toda la placa.

El antagonismo se midi6 durante un periodo de
7 dias dado que fue el tiempo en que cada hongo
crecio en la placa, transcurrido este tiempo no
se observd mayor crecimiento. Como puede
observarse en la tabla 1 los hongos no
donde
bacterias,

mostraron crecimiento en placas

previamente crecieron las sin
embargo, en las placas control (sin bacteria)
existid6 un crecimiento notable, el maximo
crecimiento, es decir, el aumento de su radio,
ocurri6 de las 72 a las 96 horas en donde para
ambos hongos. En cuanto al porcentaje de
inhibicion, todas las bacterias inhibieron al
100% el crecimiento de los dos hongos, como
se puede observar en la figura 1 en donde no se
observa crecimiento fungico en las placas

donde previamente crecieron las bacterias.
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3

Figura 1. Crecimiento de A) A. alternata y B) F. sporotrichioides en placas de medio LB con
diferentes tratamientos, del 1 al 5 corresponden a placas donde previamente fueron crecidas y

eliminadas 1) Cellulosimicrobium sp., 2) Brevundimonas vesicularis, 3) Bacillus cereus 4 y 5)
Microbacterium paraoxydans.
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Tabla 1. Crecimiento en milimetros de A4. alternata y F. sporotrichioides en placas de

medio LB. Tratamiento del 1 al 5, corresponden a placas donde previamente se crecieron

por 24 h y se eliminaron bacterias: 1) Cellulosimicrobium sp, 2) Brevundimonas

vesicularis, 3) Bacillus cereus 4y 5) Microbacterium paraoxydans y Control, corresponde

al crecimiento del hongo en placas de medio LB sin crecimiento previo de bacterias. Cada

dato corresponde al promedio de 2 repeticiones con su respectiva desviacion estandar.

Fitopatogeno Alternaria alternata ‘ Fusarium sporotrichioides
Crecimiento (mm)
Tiempo (h) Tratamiento Tratamiento
1|2 3 4 5 Control 1 2 3 4 5 Control
24 0[0]| O 0 0 1.6 +0.4 0 0|0 0 0 1.5+1.04
48 0[O0 O 0 0 4.7+0.3 0 0|0 0 0 3.9+0.5
72 0[]0 O 0 0 4.9 +0.6 0 0|0 0 0 41423
96 0[0| O 0 0 8.6 +£0.04 0 0|0 0 0 6.7+1.7
120 010 0 0 0 2.4+0.4 0 0 0 0 0 2.3+£0.01
144 010 0 0 0 0.7+0.1 0 0 0 0 0 0.9 £0.7
168 00 0 0 0 1.1 £0.5 0 0 0 0 0 1.2 0.7
DISCUSION manchas necroticas foliares. A diferencia de los

) reportes existentes, la infeccion avanzo de la
Los géneros de los hongos Alternaria alternata . ) ,
. S ) periferia hacia el centro, y no se detectd
y  Fusarium sporotrichioides, aislados e ) .. , ,
i ) marchitez de color rojizo-marrén en la raiz.
identificados en plantas de Agave potatorum : ) ]
o i Estas diferencias podrian deberse a que, aunque
recolectadas en el municipio de Tecali de L. ,
o ) en México se han reportado casos del género
Herrera, en Puebla, México, ya han sido )
. ) Alternaria con plantas de agave, hasta la fecha
reportados previamente como patdgenos del . : )
) _ no existen registros especificos de Ia
género Agave. Se ha documentado la presencia ) ., .
) i interaccion de Alternaria alternata como
de Alternaria alternata en Iran [25] e India [26], ) ;
‘ patdgeno de Agave potatorum, por lo que seria
sobre Agave americana causando manchas D ) )
. ) o . de interés investigar el mecanismo de la
foliares, y en Iran es el principal patégeno de ) .,
o interaccion, de tal forma que pueda ser
Agave, en donde ha causado pérdidas de hasta )
) o comparado con lo reportado en otras especies
el 90% y 95% en cultivos de Agave. En México,
de Agave.

se ha reportado a Alternaria como agente causal

de la pudricion de Agave potatorum Zucc [27]
asi como se corrobora en este estudio, asi
mismo, se ha reportado como agente causal de
la pudricion de Agave tequilana Weber [28] y
en Agave cupreata [29]. En la planta de Agave

estudiada en este trabajo, solo se observaron
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En cuanto a Fusarium, diferentes especies
pertenecientes al género han sido reportadas
como patogenos de Agave, siendo la principal
F. oxysporum en plantas de Agave tequilana
[30, 31] y Agave americana [32] causantes de
putrefaccion de las plantas. También, se ha

identificado a Fusarium solani, Fusarium
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incarnatum [33] y Fusarium sp. [27] como
patogenos de Agave potatorum en etapa de
vivero, causando pudricion seca. De igual
forma, mediante infeccion inducida se ha
demostrado que especies de Fusarium pueden
causar necrosis en Agave, como el caso de la
inoculacién de F. solani en Agave tequilana
[30]. Esto demuestra la afinidad del género
fingico con las plantas de Agave, sin embargo,
a la fecha, no existen reportes de Fusarium
sporotrichioides como patdogeno de plantas de
Agave, aunque si como patdégeno de soya [34],
alfalfa [35] y como endoéfito de arbustos [36].
La infeccion mostrada por F. sporotrichioides
en la planta de Agave potatorum se observo
mediante un cambio de color a verde pardo en
al menos la mitad del total de las hojas ademas
de pérdida de anclaje al suelo por la pudricién
de la raiz. Dichos sintomas fueron parecidos a
los reportados en Agave afectado por F.
[37],

tonalidad de las hojas y el debilitamiento

oxysporum particularmente en la

general de la planta. F. oxysporum se
caracteriza por penetrar a través de las raices del
hospedero y causar dafios que alcanzan el
xilema, lo que explica la marchitez observada y
la facilidad con la que la planta enferma pudo

ser retirada en campo para su analisis.

En cuanto a las pruebas de antagonismo, el nulo
crecimiento de Alternaria alternata 'y Fusarium
donde

previamente crecieron las cinco cepas de

sporotrichioides en las placas

bacterias cianotroficas comparado con el
crecimiento observado en las placas control,
Cabe

recordar que al momento de las pruebas de

demostré su capacidad antagonica.
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antagonismo se desconocia la identidad de las
cepas Dbacterianas. Una vez conocida su
identidad, los resultados coinciden con lo
reportado por Méndez-Ubeda et al. [38], que
inhibe el

crecimiento de A4. alternata y Fusarium sp.,

probaron que Bacillus cereus
entre un 90 y 100%, para ambos hongos. Sin
embargo, en el mismo estudio se encontré que
para otra cepa de Fusarium sp., la inhibicion fue
menor al 45%. La diferencia en los porcentajes
de inhibicion parece ser especie especifica,
pues es bien conocido que Bacillus cereus es un
excepcional antagonista de hongos patdgenos,
pues ha mostrado actividad antimicrobiana en
Aspegillius niger [39], Fusarium exosporium
[40], Fusarium verticillioides [41], y diversas
especies de Penicillium [42], entre otros y ahora
en Fusarium sporotrichioides. Dentro de los
mecanismos de accidon de la actividad
antimicrobiana de Bacillus cereus se encuentra
la produccién de quitinasa [43], hidrolasas y

surfactantes [39, 44].

Por su parte, el género Cellulosimicrobium es
conocido por ser también productor de
compuestos antifungicos. Cellulosimicrobium
sp. antagoniza el crecimiento de Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum y Verticillium
dahliae ademas de que se han identificado
varios rasgos promotores de crecimiento
vegetal y produccidon de enzimas beneficiosas

para la fertilidad del suelo [45].

Por otro lado, en pruebas de antagonismo con
B. vesicularis se demostrd su potencial para
inhibir el crecimiento de Fusarium redolens,
causante de la marchitez en garbanzo, por mas
del 85.5% [46]. Se ha reportado que la
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produccion de quitinasa por microorganismos
del inhibe el

crecimiento de Fusarium solani y A. alternata,

género  Brevundimonas,
a través de la degradacion de su pared celular
ocasionando lisis celular [47]. Con lo que
respecta a Microbacterium paraoxydans, se ha
comprobado su actividad antagonica frente a
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris aislado del
cultivo de garbanzo en la India pues inhibi6 en
un 69.38% el crecimiento micelial [48] y sobre
F. oxysporum y F. solani, en crecimiento
simultaneo con la bacteria [49]. Otras especies
del género han mostrado biocontrol sobre
Fusarium  fujikuroi [50]. En cuanto a la
inhibicion de Alternaria alternata, en un
similar ~de  biocontrol

ensayo con

Microbacterium  paraoxydans aislada de
plantas de tomate, se probd que la bacteria
inhibia alrededor de un 40% el crecimiento del
hongo cuando se crecian en conjunto, hasta en
un 80% cuando se utilizaban los compuesto
organicos volatiles (COVs) producidos por la
bacteria y ninglin efecto cuando se utilizaba el
supernadante del medio donde se crecid la
bacteria [51], sin embargo, la cepa que nosotros
probamos inhibi6 en un 100% el crecimiento de
A. alternata. Estos datos son de gran interés,
pues a diferencia de Lopez et al., [51] el ensayo
de antagonismo que conducimos fue en
crecimiento en solitario y en medio LB, a
diferencia de ellos, que utilizaron medio
nutritivo para el crecimiento en conjunto y
medio TYB para obtener los COVs y el
supernadante, lo que podria indicar que si bien
existe inhibicioén por parte de M. paraoxydans

ésta se vera expresada por los nutrientes
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suministrados. Ademas, también indicaria
diferentes compuestos inhibidores, pues en el
ensayo de Lopez y cols., los compuestos
producidos que inhiben el crecimiento del
hongo son volatiles y en nuestro experimento
no pueden ser volatiles pues en el protocolo
utilizado, las placas donde crecieron las
bacterias se airean por un periodo de 1 h antes
de sembrar al hongo. Esta diferencia podria ser
debida al tamafo poblacional y la etapa de
crecimiento de la bacteria, pues en su caso
alcanzaron 1x10* UFC/mL en 5 dias y nosotros

1.2x10° UFC/mL en 24 h

Es importante resaltar que ademas de su

potencial antagonico, todas las especies
bacterianas han mostrado cualidades benéficas
en cuanto al crecimiento vegetal, por mencionar
algunas, M. paraoxydans produce acido indol
acético y solubiliza fosfatos [49] al igual que
Brevundimonas [46] y Bacillus cereus [52]. Por
su parte, cepas de Cellulosimicrobium sp. han
incrementado la absorcion de N [53]. Estas
caracteristicas aumentan el valor ecoldgico de
las cepas bacterianas para aplicacién en el
control de patégenos de Agave y su posible uso
en la promocion de crecimiento vegetal en el
caso de su aplicacion directa. Ademas, aunque
su uso podria ser directo, otra ventaja es que las
cepas demostraron una produccion constitutiva
de compuestos antagdnicos, ya que no
requirieron de la presencia del patdégeno para
generarlos. También, destaca la resistencia y
adaptacion de estas cepas a sistemas hostiles
como los relaves mineros, lo cual facilitaria su
fuera

adaptacion a nuevos ambientes si

necesario. Por otro lado, de acuerdo con la
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literatura, se podria deducir que los compuestos
producidos incluyen hidrolasas y quitinasas; sin
embargo, es necesario un estudio mas profundo
y detallado para su identificacion precisa. En
este sentido, el presente estudio abre la puerta
identificacion de

para la produccion e

compuestos antifingicos.

CONCLUSION

Tras el muestreo de plantas de Agave potatorum
que mostraron sintomas de enfermedad, se
identifico la presencia Alternaria alternata y
Fusarium sporotrichioides, 1a patogenicidad de
ambos hongos fue comprobada en plantas sanas
de Agave potatorum. Si bien Alternaria
alternata ya fue reportado como patdgeno de
Agave potatorum, es la primera vez que se
encuentra a Fusarium sporotrichioides como
patdgeno de la especie, no asi del género. La
importancia de la identificacion de estos hongos
en monocultivos de Agave para la produccion
de mezcal en el municipio de Tecali de Herrera
Puebla, radica en que se puede dar un
tratamiento especifico a las plantas infectadas
sin mermar la diversidad fungica del suelo.
Ademéds, fue probado el potencial de cepas
cianotroficas:  Brevundimonas  vesicularis,
Bacillus cereus, Cellulosimicrobium sp., y
Microbacterium paraoxydans, como
antagonistas de hongos que infectan Agave,
incrementando su potencial biotecnologico, en
este  caso

como coadyuvantes en la

conservacion de la poblacion de A. potatorum.
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