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RESUMEN

La importancia del cultivo Agave angustifolia se ha distinguido en México por la gran
variedad de productos y subproductos que nos provee esta planta, sin embargo, en los ultimos
afios el estado de Morelos se ha reportado la incidencia de una enfermedad producida por
hongos de la especie Fusarium oxysporum, ocasionando peérdidas importantes en estos
cultivos debido que inducen una necrosis en la raiz del agave. Una practica comudn para el
manejo de este problema fitosanitario es la aplicacion de fungicidas, no obstante, se conocen
las afectaciones que dichos quimicos producen al ambiente y a la salud humana. Por lo
anteriormente mencionado se ha propuesto como alternativa la aplicacion de organismos
antagonistas entre los que destacan hongos del género Trichoderma por su alta eficacia como
agentes de biocontrol. Este trabajo tuvo como objetivo general evaluar la capacidad
antagénica de cepas nativas de Trichoderma hacia el patégeno F. oxysporum causante de la
necrosis en la raiz del agave. En los municipios de Tlaltizapan y Jojutla se obtuvieron
muestras de suelo de plantaciones del A. angustifolia, con los cuales se realizaron
aislamientos de Trichoderma spp. mediante la técnica de dilucién en placa. Asi mismo se
evalud in vitro el antagonismo de Trichoderma hacia F. oxysporum a través de cultivos duales
bajo un disefio experimental completamente al azar, con 20 tratamientos y cinco repeticiones
y 1 testigo. Las variables medidas fueron: porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC) y
sobrecrecimiento. Las cepas que mostraron el mayor porcentaje de inhibicion (PIC) fueron
la T5 con un 28.4%, T3 con 23% y T6 con un 18.4% hacia F. oxysporum. Las cepas T17,
T10, T3, T8, T5, T6, T15, T16, T15, T9, T11y T7 sobrecrecieron al patégeno con un 95 al
100%. Las cepas que presentaron el mayor grado de antagonismo y sobrecrecimiento hacia
el patégeno F. oxysporum fueron identificadas en base a su morfologia macroscopica y
microscopica tomando como referencia literatura especializada, resultando la cepa T5 como

T. asperellumy las cepas T3y T6 como T. atroviride.

Palabras clave: Agave angustifolia, necrosis de la raiz, Fusarium oxysporum, hongos

antagonistas, Trichoderma.



1. INTRODUCCION

El cultivo de la especie Agave angustifolia se ha distinguido por la gran importancia que
provee en nuestro pais (ecologica, sociocultural y econdmica), principalmente en los estados
de Chihuahua, Guerrero, Jalisco, Oaxaca, Puebla, Veracruz, Yucatan y Morelos (Barrientos,
2019) . En el transcurso de los afios el cultivo de agave se ha intensificado de una manera
considerable principalmente en México ya que ha sido reportado como el centro de origen'y
diversificacion de dichas especies debido a su gran variabilidad de usos alimenticios,
medicinales y culturales; sin embargo, el uso que méas ha destacado en la especie Agave
angustifolia es la elaboracion de bebidas destiladas como bacanora, mezcal y pulque, lo cual
ha favorecido econdmicamente a nuestro pais, generando una buena fuente de empleo e
ingresos para las familias de las zonas rurales especialmente (Hernandez et al., 2017 &
Fragoso et al., 2021). En el estado de Morelos el cultivo de agave se ha extendido
principalmente en los municipios de Miacatlan, Jonacatepec y Tlaquiltenango, presentando
en conjunto alrededor de 372 hectareas de agave aproximadamente, lo cual ha representado
un ingreso favorable para aquellos productores dedicados a dicho cultivo (Barrientos et al.,
2019).

En el cultivo de Agave angustifolia se presentan una serie de factores ambientales y bidticos,
los cuales afectan de manera adversa su desarrollo y produccion. Dentro de los factores
abioticos se encuentran principalmente la temperatura, humedad, luz, pH del suelo, agua y
disponibilidad de nutrientes esenciales; por otro lado, los factores bioticos, se destaca
nematodos, bacterias y hongos los cuales se caracterizan por ocasionar gran variedad de
enfermedades (Esqueda et al., 2022). Dentro del grupo de los hongos géneros como
Fusarium, Asterina y Cercospora han provocado cambios negativos para la produccion de
agave a nivel mundial, debido que dichos géneros han generado una serie de enfermedades
de gran importancia, las cuales inducen sintomas variados, tales como manchas foliares,
tizones florales, marchitez vascular, pudricion del cogollo y necrosis de la raiz. En

investigaciones previas realizadas en plantas de agave cultivadas en México se han descrito



algunas sintomatologias causadas por diferentes grupos de hongos, sobresaliendo los dafios

en las raices inducidos por Fusarium spp.

El método mas comun para el manejo de este problema fitosanitario es mediante la utilizacion
de productos quimicos. Sin embargo, se conoce que la aplicacion excesiva de estos productos
quimicos contamina el suelo, aire y el agua e inducen resistencia en los patogenos (Tudi et
al., 2021). Dichas afectaciones han llevado a la busqueda de alternativas no perjudiciales
para combatir a los patdgenos de plantas. Una alternativa para reducir los problemas por el
uso de estos quimicos es la aplicacion del control biologico a través del empleo de
organismos antagonistas, principalmente utilizando cepas del género Trichoderma, ya que
presentan ciertas caracteristicas que los vuelven excelentes agentes de biocontrol.
Trichoderma es un hongo que se encuentran naturalmente en el suelo o en materiales
vegetales, asi como en numerosos suelos de usos agricolas, ademas de desarrollarse en
diversos sustratos. Actualmente, el hongo Trichoderma es uno de los agentes de mayor uso
debido a su alta efectividad para un amplio rango de especies de plantas, utilizando tres
principales mecanismos de control, los cuales son; micoparasitismo, antibiosis y
competencia por espacio y nutrientes, por lo que su uso en el cultivo de la especie Agave
angustifolia podria funcionar como una alternativa viable para el control de los patégenos

que afectan directamente las raices de la planta (Hernandez et al., 2019).



2. MARCO TEORICO

2.1 Cultivo de Agave angustifolia.

La especie Agave angustifolia también denominado “maguey delgado” o “espadin” se cultiva
principalmente como monocultivo, sin embargo, su cultivo también se ha asociado con maiz
y frijol formando un policultivo en sus primeros afios de vida, a pesar de ello la vegetacion
que se encuentra formando parte del policultivo en las plantaciones de agave debe ser retirada
en un determinado tiempo, generando de esta manera un monocultivo de agave el cual
obtendrd una madurez completa en un periodo de entre 7 a 9 afios aproximadamente (Cruz
etal., 2013). Su cultivo puede darse en zonas pedregosas, aunque los terrenos franco-arenoso
son los méas adecuados puesto que se facilita su trasplante y las plantas tienen condiciones
para retener agua y se favorece el drenaje, otro factor importante para obtener un buen cultivo
es una buena disposicion de luz solar, asi como abundante contenido en materia organica

para lograr un éptimo crecimiento en las plantas (Figura 1) (Fragoso et al., 2021).

Figura 1. Agave angustifolia



2.1.1. Clasificacion del Agave angustifolia (Instituto de Biologia UNAM., 2019).
Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae
Género: Agave
Especie: Agave angustifolia

2.1.2 Descripcion de Agave angustifolia

La familia Agavaceae incluye 288 especies de las cuales 166 son magueyes agrupados en el
género Agave (Pérez et al., 2016). El centro de mayor riqueza y diversidad bioldgica se
encuentra en México, segin Reynoso et al. (2012). Este autor indica que el género Agave, es
muy diverso en el pais, contando con aproximadamente 159 especies, de las cuales 119 son
endémicas de México lo que representa un (75%) del total mundial. En el estado de Morelos

se cuenta con un total de 6 especies de agaves silvestres.

La especie Agave angustifolia es muy aprovechada por los agricultores debido que su
madurez es mucho mas rapida que las demas especies puesto que llega a tardar entre 7-9 afios
aproximadamente, sin embargo, al referirnos a su biologia estas plantas son monocarpicos es
decir mueren una vez que han alcanzado su ciclo reproductivo, pueden presentar
reproduccion sexual y asexual, sin embargo en la reproduccion sexual de estas plantas no es
muy favorable debido a la baja supervivencia, asi como una baja tasa germinativa ya que las

semillas caen en un medio desfavorable siendo devoradas por herbivoros, siendo esta la razon
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principal de estas para llevar a cabo una reproduccion asexual (por hijuelos) (Fragoso et al.,
2021).

En cuanto a su morfologia general estas plantas presentan rosetas cespitosas ampliamente
abiertas de 1.0 a 1.5 m de alto por 1.5 a 2.0 m de didmetro, sus hojas maduras son fibrosas,
largas y muy estrechas, de ahi el nombre designado para dicha especie que proviene del latin
“Angusti” que significa estrecho y folia que significa hoja, debido a sus enormes hojas, las
cuales pueden ser lineales o lanceoladas presentando un color verde claro a verde grisaceo;
sus hojas desarrollan un suculencia que ayudan a almacenar agua en épocas de lluvias
permitiendo de esta manera su supervivencia durante la ausencia de esta en largos periodos
de tiempo, son plantas planas hacia el &pice, convexas y angostas hacia la base cuya
terminacion es determinada por una espina apical de 1.5 a 3.5 cm de largo las cuales presentan
un color café obscuro a gris, presentan ademas pequefios dientes en los margenes que pueden
medir de 2 a 5 mm de longitud son suaves y espaciados, estas plantas ademas muestran un
tallo de 20 hasta 60 cm de largo (Esqueda et al., 2022). El quiote o inflorescencia en espiga
alcanza aproximadamente hasta los 4 m de altura con ramas abiertas y flores de color verde
amarillento las cuales presentan abundantes cantidades de néctar atrayendo asi a gran
variedad de polinizadores, el fruto es seco y las semillas presentan un color negro brillante
en su interior. Otro factor importante en su morfologia es su sistema de raiz, puesto que en
los agaves la raiz es superficial y gracias a ello facilita la absorcion de agua de lluvia
(Hernéndez et al., 2017).

2.1.3 Distribucion de Agave angustifolia

La especie A. angustifolia es originaria de Norteamérica, sin embargo, presenta una amplia
distribucion desde el sur de Estados Unidos hasta Nicaragua (Hernandez et al., 2017). En
México se distribuye principalmente en los estados de Aguascalientes, Campeche, Chiapas,

Chihuahua, Durango, Guerrero, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Nayarit, Oaxaca,
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Puebla, Quintana Roo, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Zacatecas, Sonora y Morelos (figura
2) en este Gltimo se ha registrado alrededor de 372 hectareas de agave en las cuales esta
presente la especie A. angustifolia, la superficie mencionada esta distribuida principalmente
en los municipios de Tlaquiltenango, Miacatlan y Jonacatepec los cuales han sido registrados

como los municipios con mayor produccién (Barrientos et al., 2019).

Chihuahua

Tamaulipas

Distribucién

Figura 2. Distribucién de Agave angustifolia

2.1.4 Importancia de Agave angustifolia

La gran importancia de la especie A. angustifolia radica desde tiempos prehispanicos puesto
que dicha especie fue domesticada y cultivada por los mayas desde antes de la llegada de los
espafoles, adquiriendo sus caracteristicas particulares y distribuyéndose de esta manera en
diferentes partes del mundo, principalmente en México representando para nuestro pais un
importante valor economico. Al ser una especie fibrosa, diversos grupos indigenas han

utilizado las fibras para la elaboracion de sogas, cordeles, canastos, ropa, sandalias, cepillos,
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jabones e incluso ha tenido una gran importancia medica puesto que dichas fibras se han
utilizado para la elaboracion de remedios para las torceduras o huesos rotos de personas o de
animales, por otro lado, sus hojas son utilizadas en la cocina ya que con ellas se obtiene una
mayor jugosidad en diferentes carnes, asi como sus flores las cuales son aprovechadas como

forraje (Hernandez et al., 2017).

Sin embargo, el uso mas destacado es la produccion de bebidas destiladas como lo son
bacanora que es un tipo de mezcal elaborado principalmente en el estado de Sonora utilizando
el jugo o agua miel de la cabeza del agave que posteriormente es fermentado y destilado; otra
importante bebida es el pulgue que es elaborado de la misma manera a partir de agua miel
la cual es obtenida a partir del corazon del agave realizando la fermentacion y posteriormente
el destilado y por ultimo el mezcal que en el estado de Morelos es una bebida con una
significativa importancia econdmica, elaborandolo con las mismas técnicas antiguas que
caracterizan su sabor, de esta manera la especie A. angustifolia se ha convertido en una

materia prima fundamental para muchos estados en nuestro pais (Fragoso et al., 2021).

2.2 Factores que inciden en la produccién

Existe gran variedad de factores que afectan el rendimiento del cultivo de agave incidiendo
directa como indirectamente, lo cual ha sido un problema enorme para los agricultores debido
que el agave es uno de los cultivos principales e importantes para la economia en nuestro
pais debido a la gran variedad de productos y subproductos que se pueden elaborar con las
diferentes especies; usado principalmente en la produccion de bebidas alcohdlicas. Se
conocen particularmente dos tipos de factores limitantes en este cultivo tan importante;
factores fisicoquimicos (abidticos) y las interacciones entre las especies (bidticos) (Esqueda
etal., 2022).
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2.2.1 Factores bidticos y abidticos

Entre los factores abioticos se toma en cuenta principalmente temperatura, humedad, luz, pH
del suelo, agua, disponibilidad de nutrientes esenciales, salinidad, precipitacion o lluvia, aire,
etc. los cuales influyen en el desarrollo y basicamente en el proceso vital de la planta. Dentro
de los factores bioticos se encuentran aquellos que establecen relaciones favorables, como
desfavorables entre las especies, como lo son las plagas y enfermedades que atacan a las
plantas de Agave angustifolia, asi como a muchas especies de plantas de importancia

econdmica (Esqueda et al., 2022).

En cuanto a las principales plagas en el cultivo de A. angustifolia se encuentra (Scyphophorus
acupunctatus) picudo del agave asi como las larvas (Scyphophorus acupunctatus) los cuales
afectan a la pifia de la planta ocasiondndole pudricion y finalmente la muerte, otras
importantes plagas las conforman el gusano blanco del maguey (Aegiale hesperiaris) y el
escarabajo rinoceronte (Strategus aloeus Linnaeus) y la chinche del agave (Caulatops
agavis Reuter) quienes son considerados como la plaga mas importante de nuestro pais
debido que afectan importantes etapas del cultivo de agave causando un deterioro
significativo e incluso la muerte de la planta (Cruz et al., 2019).

Segun Cruz et al., (2019) las enfermedades que se presentan en el cultivo de agave son
transmitidas principalmente por los anteriores vectores quienes atacan directamente a
diversos cultivos de Agave angustifolia afectando su desarrollo, absorcion de nutrientes del
suelo, asi como de agua, la respiracion y, ademas, afectando la disminucion en la
productividad del agave, provocando pérdidas de gran importancia econdmica para aquellos
productores de dichos cultivos, puesto que las enfermedades provocan un dafio colateral que
en la mayoria de los casos es irreparable.

2.3 Fitopatogenos del agave

Existen gran variedad de agentes fitopatdgenos que afectan de manera negativa a los cultivos

y plantas de gran importancia economica, de los cuales se destacan principalmente bacterias,
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nematodos y una gran variedad de hongos, los cuales representan una verdadera amenaza
para la produccion agricola puesto que dichos organismos han provocado problemas
fitosanitarios enfermando, deteriorando e incluso provocando la muerte de plantas. En cuanto
a las principales enfermedades se destaca la marchitez del agave, la pudricion del cogollo

y mancha gris etc., provocadas por una gran variedad de patdgenos (Cruz et al., 2019).

2.3.1 Bacterias

En todo el mundo existen gran variedad de bacterias patdgenas en los cultivos de agave las
cuales perjudican notablemente la produccion debido a que tienen una gran capacidad de
degradar tejidos vegetales por efecto de sus enzimas pectinoliticas, una especie de gran
relevancia patogénica es Pectobacterium carotovorum (Erwinia carotovora), perteneciente
al orden: Enterobacteriales, familia: Enterobacteriaceae y género: Pectobacterium la cual se
ha caracterizado por ser el agente causal de la pudricion blanda del cogollo en el agave,
transmitida por el vector (Scyphophorus acupunctatus) mejor conocido como el picudo del
agave, las plantas que presentan dicha enfermedad muestran lesiones necréticas en las puntas
de las pencas aunque en la mayoria de los casos inicia en la espina apical o en las espinas
laterales avanzando hacia el centro y base del cogollo causando de esta manera la pudricién
de consistencia blanda en la pifia, estos dafios desintegran el tejido dejando hueca la pifia,
ocasionando finalmente la muerte de la planta y desencadenando de esta manera un olor
fétido (Calzada et al., 2022).

Es importante mencionar que esta enfermedad se ha caracterizado por ser un sindrome puesto
que se han aislados e identificado otros microorganismos asociados con dicha enfermedad
como lo son las bacterias Pseudomonas paucimobilis y Leuconostoc mesenteroides, sin
embargo, cabe mencionar que estudios reportados afirman que Pectobacterium carotovorum

(Erwinia carotovora) es la bacteria mas patogénica en la planta de agave (Parra et al., 2019).
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2.3.2 Nematodos

Los nematodos se han caracterizado por ser los organismos multicelulares mas comunes. De
acuerdo con sus interacciones en la agricultura existen tres grupos importantes de estos
microorganismos (fitopatdgenos, entomopatdgenos y de vida libre), sin embargo, los
fitopatdgenos han afectado de una manera negativa a los cultivos de agave deteriorando su
crecimiento y vida de estas plantas. Entre los géneros que destacan por provocar impactos en
el agave son: Pratylenchus sp. quien se caracteriza por ser de habitos ectoparasitos,
alimentandose externamente de la planta hospedadora, afectando notablemente la raiz
(Armendaris et al., 2015).

El nematodo Helicotylenchus sp. también se ha registrado en la literatura como un
fitopatdgeno de importancia econdémica, asi como el género Dorylaimus sp. los cuales causan
lesiones en el sistema radical e inducen la formacién de agallas en el agave afectando de
manera directa el crecimiento vegetativo asi como la reproduccion e incluso provocando el
deterioro y muerte de planta, puesto que se vuelve ain mas susceptible a la radiacién solar
debido que reducen su capacidad para soportar la sequia y carencia de fertilizantes, entre

otras condiciones provocando asi deficiencias nutricionales a los cultivos (Ramirez, 2002).

2.3.3 Hongos

De acuerdo con Romero, (1993) el principal grupo de organismos fitopatdgenos es el de los
hongos, ya que actualmente se conocen mas de 8000 especies fitopatdgenas capaces de
generar mas de 80,000 enfermedades. Por fortuna, varias especies requieren de condiciones
ambientales especiales para su desarrollo, por lo que cada afio y en cada localidad, més del
80% ocurren solo esporadicamente y llegan a considerarse como de gran importancia. Los
hongos fitopatogenos presentan una serie de cualidades excepcionales que les provee la

superioridad como agentes fitopatdgenos: gran poder de supervivencia, crecimiento
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asombrosamente rapido y reproduccion explosiva, debido a ello, su dispersion y efectos
destructores sobre los cultivos han resultado una catastrofe para la agricultura.

En el agave también se ha reportado la presencia de fitopatdgenos de gran importancia
econdmica, como es el caso de Asterina mexicana Ellis & Everh quien es un hongo el cual
se caracteriza por causar la enfermedad conocida como negrilla o viruela cuyos sintomas
presentes son manchas obscuras en ambas caras de las pencas, conllevando a una necrosis
masiva, la cual resulta finalmente en un deterioro completo de la planta (Pérez et al., 2022).
Otra enfermedad que ha tenido gran importancia econémica es la especie Cercospora
agavicola, quien es causante de la enfermedad la mancha gris en las pencas cercanas al
cogollo del agave, produciendo la necrosis de la hoja avanzando hasta llegar al cogollo de la
planta doblandolo y finalmente pudriéndolo hasta ocasionandole la muerte (Coria et al.,
2019).

2.4 Género Fusarium

El género Fusarium presenta una distribucion cosmopolita, es decir muestra una extensa
distribucion mundial debido a que son los hongos mas comunes en el suelo, en el agua e
incluso en el aire. En este grupo se incluyen algunos de los patdgenos méas importantes de
plantas cultivadas de interés econdmico, provocando enfermedades con sintomatologia de
marchitez (Arbelaez, 2000).

Los hongos del género Fusarium se les ha reconocido por ser parasitos facultativos quienes
se han caracterizado por provocar una importante afectacion a las plantas de agave. Entre las
especies que se han distinguido por producir la marchitez del agave se encuentran Fusarium
oxysporum, Fusarium falciforme, Fusarium fujikuroi y Fusarium solani, los cuales producen
un proceso de infeccion letal para el agave. El sintoma caracteristico de dicha enfermedad es
la marchitez de las hojas, ocasionado por la destruccion del sistema radical o bien por el
taponamiento de los haces vasculares, clorosis, enrollamiento de los bordes de las hojas,
secado de las hojas mas viejas del apice a la base, pudricion extensiva de color marron en la
corona y finalmente pudricion de las raices. En etapas mas avanzadas de la enfermedad las

plantas muestran enrollamiento foliar firme, y eventualmente coriaceo, mayor al 50% del
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area foliar (Lopez et al., 2020; Quifiones et al., 2023). Ademas, el género Fusarium también
se ha identificado por ser el agente causal de la pudricion seca de cogollo del agave que al
igual que la blanda ha provocado importantes pérdidas en las plantas de agave. La pudricion
seca del cogollo se caracteriza por producir lesiones corrugadas de color negro y amarillo-
palido que descienden desde la punta hasta la base del cogollo. Cabe mencionar que, a
diferencia de la pudricion blanda, este tipo de pudricion no presenta un olor fétido (Trinidad
etal., 2017).

Una caracteristica importante en las especies del género Fusarium son sus fases de
crecimiento ya que crecen y se multiplican de forma parasitaria en los hospedadores, asi como en
los tejidos muertos de este, ademas, estos hongos pueden o no desarrollar una fase de
reproduccion sexual segun la especie. En cuanto a su reproduccion se han descrito algunas
especies con estados sexuales o teleomorfos, sin embargo, es importante mencionar que la
gran mayoria de estas especies pertenecen a los hongos imperfectos debido que carecen de
una fase sexual. Otra caracteristica por mencionar es que estos hongos pasan el invierno
durante muchos afios en el suelo y es por ello por lo que son llamados como los hongos de
suelo de mayor importancia (Tapia & Amaro, 2014).

En cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas este hongo se caracteriza por producir colonias
de rapido crecimiento, ademas este género presenta fidlides, las cuales son estructuras en
forma de botella, simples, cortas o largas y puede ser monofialides (las esporas emergen de
un poro) o polifialides (con varios poros), ademas presenta conidiéforos alargados en forma
de botella, con ramas a intervalos regulares o verticiladas, septados, individuales o agrupados
en esporodoquios los cuales basicamente son una masa de conidiéforos colocados
firmemente juntos. Este género también se caracteriza por producir tres tipos de esporas;
microconidios los cuales pueden estar ausentes en algunas especies, poseen varias formas;
elipticas o piriformes, unicelulares o bicelulares, no curvados, en cabezuelas o en cadenas,
macroconidios esporas grandes y multicelulares en forma de media luna o elipticos, dos a

nueve septas, apice puntiagudo, en forma de gotero, base puntiaguda, en forma de pie y
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clamidosporas (figura 3), globosas, ovales o piriformes, individuales o en grupos,
intercalares o terminales, uni o bicelulares, lisas o rugosas y generalmente presentan un color
café, dichas estructuras son importantes puesto que son las principales responsables de la
sobrevivencia del hongo en tejidos muertos de plantas hospedantes o en el suelo (Arbeléaez,
2000; Romero, 1993).

Es importante mencionar que el hongo se transmite por aire, en trozos pequefios de los restos
de las ramas infectada, asi como también en polvo e incluso por salpicaduras de agua
(Arbelaez, 2000; Tapia y Amaro, 2014).

Figura 3. Morfologia microscépica de Fusarium oxysporum

En cuanto a su morfologia microscopica varia dependiendo de los medios del cultivo en los
que se desarrolle ya que existen cuatro principales medios para la identificacion de especies
Fusarium, entre ellos el agar de dextrosa de papa (PDA), agar Sabouraud, agar Clavel
(CLA), agar de Spezieller N&hrstof-farmer (SNA) y agar avena, cabe mencionar que el medio
agar de dextrosa de papa (PDA) ha permitido observar de una mejor manera la morfologia

de colonia y pigmento (café, rojo, violeta, naranja, gris, blanco) difusible al medio, mientras
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que el agar CLA, permite observar el desarrollo de cadenas de microconidios y morfologia

en detalle de macroconidios (Tapia 'y Amaro, 2014).

2.4.1 Clasificacion del género Fusarium (Kendrick, 2017)

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

2.4.2 Importancia del género Fusarium

Los hongos del género Fusarium presentan una amplia importancia desde el punto de vista
agricola, asi como econémico y social. Existe una gran controversia de acuerdo con las
especies reconocidas, sin embargo, se sabe que dichas especies son las causantes de muchas
de las enfermedades que presentan los cultivos de plantas, las cuales consisten en
marchitamientos vasculares, manchas foliares, pudricién de raices y de tallos principalmente.
En las plantaciones de agave se describe al género Fusarium como uno de los principales
agentes patdgenos de estos cultivos debido a que les ocasiona severas afectaciones y grandes
pérdidas econémicas, ya que estos hongos se adaptan a un amplio rango de condiciones

climaticas, habitats ecoldgicos y plantas hospederas (Ortiz et al., 2009).

2.5Necrosis en la raiz del agave

La necrosis 0 muerte de los tejidos es una de las enfermedades que produce el deterioro

estructural o funcional de los tejidos en las plantas por la muerte de sus células. Este tipo de
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problema fitosanitario ha afectado significativamente a una gran variedad de plantas de
agave, las cuales han mostrado una serie de sintomas después de que el patégeno penetra la
raiz, llegando a los vasos de la xilema y colonizando de manera ascendente la planta. Los
primeros sintomas visibles se dan principalmente en la parte aérea, iniciando con un
amarillamiento progresivo en el follaje, posteriormente, las hojas se marchitan gradualmente
hasta que finalmente la planta completa colapsa. Debido a ello es importante que estos tipos
de problemas fitosanitarios sean atendidos a tiempo para evitar de esta manera pérdidas en
los cultivos, ya que el dafio es méas evidente en etapas avanzadas, de ahi la importancia sobre
la prevencion de aquellos patdgenos y plagas que se han caracterizado por su importancia
tanto econdmica, agricola y social. (Agrios, 2005; Quifiones et al., 2023).

2.6 Manejo de enfermedades

El control de las enfermedades en plantas consiste en la prevencion de los dafios, o en la
reduccion de la incidencia o gravedad de la enfermedad y en general se refiere en mayor
medida a las poblaciones que a las plantas individuales. El control de una enfermedad se
puede lograr mediante un solo procedimiento, pero en la mayoria de los casos exige la
manipulacion de medidas multiples e implica un programa integrado de manipulacién del
medio ambiente y de los factores bioldgicos y quimicos. Un programa de control bien
concebido se basa en el conocimiento de las caracteristicas del patdgeno y de la planta, de
las condiciones del cultivo y clima en las cuales crece la planta y los procedimientos
existentes para el control de enfermedades incluyendo métodos de cultivo, genéticos,
quimicos o biolégicos (Palm, 1988).

2.7 Control quimico

De acuerdo con Tudi et al., (2021) los compuestos quimicos durante mucho tiempo han sido
de gran utilidad debido que se han encargado de combatir distintas plagas de gran
importancia econdémica las cuales se encuentran afectando constantemente a una gran
variedad de cultivos de plantas. Dichos compuestos quimicos también reciben el nombre

genérico de plaguicidas o pesticidas los cuales han tenido aparicion desde hace mucho tiempo
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atrés, es decir desde la aparicion temprana del hombre en donde se tuvo la necesidad de
combatir plagas, debido a las afectaciones que causaban a sus cultivos y productos, utilizando
de esta manera sustancias que eran capaces de eliminarlos y fue asi como el hombre adopto

de alguna manera esta eficaz estrategia.

El uso principal de estas sustancias quimicas se debe a su alta eficacia, efecto inmediato,
disponibilidad, facil manejo, asi como también una buena rentabilidad para la agricultura.
Existen diferentes maneras de clasificar a los plaguicidas, de acuerdo al tipo de plaga que se
controle; insecticidas (contra insectos), herbicidas (flora arvense), rodenticidas (roedores),
bactericidas (bacterias), fungicidas (hongos), nematicidas (nematodos), molusquicidas
(moluscos) y larvicidas (larvas), su modo de accion (contacto, ingestion, fumigante y
sistémico) asi como su naturaleza quimica (orgénicos e inorgéanicos) y su composicion
quimica (organofosforados, carbamatos, piretroides y organoclorados), es importante
destacar que su clasificacion de cada uno de estos plaguicidas depende de los diferentes
compuestos quimicos que poseen para atacar de manera directa a los distintos tipos de plagas.
Los plaguicidas han sido de gran importancia, asi como de gran utilidad debido que un tercio
de los productos agricolas que se producen dependen practicamente de la aplicacién de estas
sustancias ya que sin el uso de este control quimico se habrian perdido una gran variedad de

cultivos de importancia mundial (figura 4) (Tudi et al., 2021).

Figura 4. Uso del control quimico.
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Los plaguicidas han sido comercializados de manera significativa a nivel mundial
principalmente; China, Estados Unidos de América, Brasil, Argentina, Canad4, Francia,
Rusia, Australia, Espafia, Ecuador y México, en donde los resultados de un estudio realizado
por CEDRSSA (Centro de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania
Alimentaria) demostrd los principales paises con un importante incremento en el uso de
plaguicidas como lo refleja en Ecuador quien paso de consumir 2, 537 toneladas a 60, 733
en un periodo de 28 afios aproximadamente, dicho aumento se ve reflejado al crecimiento de
la poblacion y el cambio climéatico debido que son los dos factores principales que
contribuyen al aumento del uso de plaguicidas a nivel mundial. En nuestro pais el uso de
plaguicidas ha tenido un crecimiento muy importante puesto que entre el afio de 1990 al 2018
se duplico su demanda, debido que paso de consumir 26,625 toneladas a 53,144 en dicho

periodo, es decir, su consumo crecio en un 100 % (cuadro 1).

Cuadro 1. Principales paises consumidores de plaguicidas, 1990-2018 (toneladas).

Paises 1990 2018 Crecimiento
Total, mundial 2,2999,979 4,122,334 79%
Subtotal (11 paises) 1,542,193 3,211,799 108%
China 765,307 1, 763,000 130%
Estados Unidos de América 400,976 407,779 2%
Brasil 49,695 377,176 659%
Argentina 26,156 172,928 561%
Canadéa 29,568 90,839 207%
Francia 97,701 85,072 -13%
Federacion de Rusia 86,200 76,369 -11%
Australia 17,866 63,416 255%
Espafa 39,562 61,343 55%
Ecuador 2,537 60,733 2294%
Meéxico 26,625 53,144 100%

Fuente: CEDRSSA, 2020
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Aunque el uso de los plaguicidas ha ayudado a evitar pérdidas importantes a los cultivos y
haaumentado la productividad agricola asi como los ingresos de las familias productoras, es
importante entender que el uso de plaguicidas no solo provee beneficios, sino que también
conlleva a diversos riesgos de los cuales se han ido derivando con el paso de los afios puesto
que es importante recordar que todo plaguicida es una sustancia toxica, es decir esta disefiado
para interferir o modificar mecanismos fisiologicos fundamentales en los insectos o plagas
en general, pero que ademas esos mecanismos son compartidos por otros organismos,
incluidos el ser humano quienes incluso mueren a consecuencia de dichas sustancias
quimicas, sin mencionar que al aumentar el uso repetitivo de dichos plaguicidas, también
aumenta la resistencia por parte de las plagas a eliminar debido que estas sustancias presentan
un tiempo limitado, puesto que dichas plagas evolucionan naturalmente y por ende adquieren
una genética con capacidad tolerante hacia las letales dosis adquiriendo de esta manera una

mayor resistencia. (Karam et al., 2004).

Los plaguicidas también han generado gran variedad de repercusiones en el medio ambiente
debido al creciente uso indiscriminado de estos quimicos, los cuales forman una serie de
efectos negativos tanto para el ambiente como a nosotros los humanos y organismos en
general como lo son las aves, peces, insectos benéficos, plantas a las cuales no van dirigidas,
asi como también a diferentes medios ambientales como lo es el agua, aire y suelo,

aumentando su repercusion de manera muy significativa (Tudi et al., 2021).

2.8 Control biologico

Debido a las grandes afectaciones provocadas por el uso descontrolado de plaguicidas en
diversos tipos de cultivo incluyendo las plantaciones de agave se ha optado por una estrategia
biolégica mucho mas amigable con el medio ambiente que nos rodea ya que ademas de no
afectar de manera negativa a la agricultura este tipo de control no ocasiona dafios a los
organismos benéficos de las plantaciones y no repercute en la salud humana, permitiendo
minimizar el uso descontrolado de sustancias quimicas e implementando el uso de
microrganismos eficientes para el control de enfermedades ocasionadas por la gran variedad

de plagas presentes en los cultivos (Noja & Medina, 2011).
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Segln Garcia, (2007) definen el control biolégico como la reduccion de la cantidad de
inoculo o de las actividades inductoras de enfermedades de un patdégeno que se logra
mediante la accion de uno 0 mas organismos distintos al hombre. Se trata de una tecnologia
natural en la cual se utilizan poblaciones de enemigos naturales para reducir poblaciones de
plagas a densidades menores, ya sea temporal o permanentemente, sin embargo, esta
estrategia depende practicamente de las interacciones que ocurren entre la planta, el
patogeno, el organismo antagonista y el ambiente en el cual se desarrolla tal interaccion
(Vinchira y Moreno, 2019). En la actualidad se han utilizado una gran variedad de agentes
de control bioldgico, entre los cuales se incluyen virus, bacterias y sus toxinas, hongos y otros
microorganismos patégenos, nematodos, caracoles, insectos, acaros, y vertebrados de varias
clases, quienes se caracterizan por no provocar efectos nocivos en los cultivos y mucho
menos en la salud humana, los cuales al pertenecer a distintos grupos poseen diferentes
propiedades bioldgicas y comportamentales, por lo que hace que unos u otros sean mas o
menos exitosos como biocontroladores en una estrategia de control determinada. (Rodriguez
& Arredondo, 2007).

Segun Rodriguez & Arredondo, (2007) actualmente se distinguen tres formas o estrategias
de control bioldgico, los cuales son; control bioldgico por conservacion, introduccion o
clasico e incremento. El control biol6gico por conservacion se enfoca principalmente en
minimizar los factores que afectan perjudicialmente a las especies benéficas y reforzar
aquellos que hacen de los campos agricolas un habitat adecuado para los enemigos naturales,
promoviendo asi su actividad, supervivencia y reproduccion. Asumiendo que los enemigos
naturales presentes muestran un buen potencial para suprimir la plaga si se les da la
oportunidad de hacerlo. Por otro lado, el control bioldgico por introduccién como su nombre
bien lo indica, se trata de introducir y establecer permanentemente nuevas especies. Esta
forma de control es usada mas frecuentemente en el control de plagas exoticas, las cuales
comunmente llegan a un area nueva sin factores naturales de control. El control bioldgico

por incremento es utilizado cuando los enemigos naturales son biolégicamente efectivos,
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pero fallan en controlar a las plagas no obstante los esfuerzos de conservacion o introduccion,
se puede recurrir al incremento o aumento de su poblacion a través de cria masiva y
liberacion inoculativa, es decir el agente de control bioldgico se multiplica y controla a la
plaga por un tiempo determinado o inundativa en donde el control es realizado

exclusivamente por los individuos liberados en ciclos mucho més répidos.

En la actualidad se han realizado una gran variedad de aislamientos de microorganismos
usados como agentes de control bioldgico de los cuales la gran mayoria corresponden a
bacterias del género Bacillus y Pseudomonas, asi como hongos del género Trichoderma
principalmente, dado que las especies de este ultimo género han sido las mas estudiadas y
utilizadas como agentes antagonicos hacia hongos patdégenos en gran variedad de cultivos,
gracias a su gran eficacia, rapido crecimiento, abundante produccion de conidios, rapida
reproduccion en una extensa gama de sustratos, amplia gama de enzimas (celulasas,
quitinasas y glucanasas) que le permiten a la gran variedad de especies de este género habitar
en casi todos los suelos agricolas, asi como en otros ambientes demostrando de esta manera
su plasticidad ecoldgica y con ello formar parte vital e importante de las plantas superiores
ya que varias especies que conforman dicho género se han caracterizado por interactuar con
las raices de las plantas brindandoles un equilibrio dindmico en su superficie, asi como un

buen desarrollo, nutricion y crecimiento (Cano, 2011; Martinez et al., 2013).

2.9 Género Trichoderma

El género Trichoderma es un hongo cosmopolita debido que las especies que lo conforman
crecen y habitan en gran cantidad de sustratos, predominando en los ecosistemas terrestres
(suelos agricolas, pastizales, bosques, desiertos e incluso ecosistemas acuaticos), se
caracterizan por ser saprofitos lo que indica que son degradadores naturales de materia
organica en descomposicion, sobreviviendo en suelos con grandes porciones de dicha materia
debido que presentan una gran capacidad para descomponerla, otra caracteristica importante

en este grupo de hongos es que al desarrollarse en diversos sustratos facilita su produccion
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masiva para su uso en la agricultura, puesto que su empleo en el &mbito agricola ha sido
eficiente contra los patégenos de diversos cultivos, cumpliendo asi su rol como agente de
control biol6gico y como biofertilizante por su habilidad benéfica para el desarrollo de las
plantas, puesto que Trichoderma spp. ha sido ampliamente estudiado y se ha propuesto como
un excelente agente de control, especialmente contra fitopatdgenos nativos del suelo
(Martinez et al., 2015; Hernédndez et al., 2019).

Figura 5: Trichoderma spp.

2.9.1 Clasificacion del género Trichoderma

De acuerdo con Argumedo et al., (2009) la clasificacion taxondmica del género Trichoderma
es:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreacea

Género: Trichoderma
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2.9.2 Caracteristicas morfologicas del genero Trichoderma

Este grupo de hongos filamentosos presentan conidiéforos hialinos muy ramificados y no
verticilados de aspecto conico al ser observados por el microscopio, fidlides rectos donde se
forman gran cantidad de conidios o esporas asexuales unicelulares de color verde, lisos 0 con
paredes muy poco asperos, subglobosos, cilindricos, oblongos, con un diametro promedio de
3 a 5 um, forméandose a partir de células conidiogenas y fidlides los cuales pueden presentarse
individuales o en grupos, las cuales se ubican en los extremos de los conidioforos (Fig. 6).
Tienen la capacidad de producir clamidosporas unicelulares, globosas en sustratos naturales
que pueden ser intercalares y, en ocasiones, terminales en los extremos de las hifas de tono
verde y menores de 15 pm de diametro, dichas estructuras son de vital importancia para la
sobrevivencia de estos hongos en el suelo bajo condiciones adversas ya que pueden perdurar
a través del tiempo. Es importante mencionar que, de acuerdo con los anélisis morfoldgicos,
las colonias de los aislamientos del género Trichoderma presentan un rapido crecimiento,
poseen inicialmente un color blanco, seguido de un verde palido y en ocasiones llegan a

producir pigmento amarillo en el centro (Martinez et al., 2015; Sanchez et al., 2021).

Figura 6. Morfologia microscopica de Trichoderma spp.
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2.9.3 Importancia del géenero Trichoderma

Una de las principales importancias que cumple este grupo fungico es en la agricultura para
el manejo de fitopatogenos, ya que limitan el desarrollo de hongos dafiinos como Rhizoctonia
solani, Verticillium dahliae y géneros como Fusarium por mencionar algunos. Por ello este
género ha sido utilizado como agente de biocontrol contra hongos fitopatdgenos en gran
variedad de cultivos debido a sus multiples mecanismos de accion, destacando la antibiosis,
el micoparasitismo, asi como la competencia por espacio y nutrientes. Sin embargo, es
importante destacar que los estudios relacionados con la interaccion de este género fungico
y los contaminantes presentes en el suelo han recibido limitada atencién por parte de los

expertos (Hernandez et al., 2019).

Otra importancia para destacar del género Trichoderma es su potencial para sintetizar y
liberar enzimas; polisacarasas, celulasas, xilanasas y quitinasas, las cuales son aprovechadas
en procesos industriales, siendo empleadas para la produccion de detergente de ropa, aceite
de oliva, vino, cerveza, jugos, alimentos para animales e incluso para la produccion de
algunos combustibles. Otra importancia que caracteriza a dichas especies es el uso otorgado
por las industrias para generar aromatizantes con algunas de las especies del género puesto
que son capaces de producir el metabolito 6-pentil-a pirona el cual proporciona un aroma
natural a coco al utilizar aceites vegetales comerciales, asi como ricino, avellana, uvay linaza

por mencionar solo algunos (Argumedo et al., 2009).

2.10 Mecanismos de accion de Trichoderma

Para llevar a cabo el uso adecuado de Trichoderma spp. ya sea como control bioldgico, para
mejorar el crecimiento y rendimiento de la planta, es necesario tener en cuenta los
mecanismos de accion entre, Trichoderma-planta, Trichoderma-patdgeno, asi como de las
interacciones entre Trichoderma-planta-patdgeno. En cuanto a los mecanismos de accion

presentes en las distintas cepas del género Trichoderma encargadas del control y desarrollo
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de los patdgenos son divididas en tres tipos principales; competencia por espacio y nutrientes,
antibiosis y micoparasitismo, cabe mencionar que generalmente los organismos antagonistas
no presentan un Unico modo de accion, por lo cual es de suma importancia ya que
dependiendo de los mecanismos que presente cada organismo sirven para su seleccion como

agentes de control bioldgico (Infante et al., 2009).

Competencia: Este tipo de mecanismo antagénico muy importante y utilizado para desplazar
patdégenos de importancia econémica. Es el comportamiento desigual de dos o maés
organismos ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la
utilizacion de este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para
los demas. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas del agente de
control biolégico como plasticidad ecoldgica, velocidad de crecimiento y desarrollo, por otro
lado, los factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura y humedad, entre otros. Un
factor muy importante y esencial para que exista la competencia es la escasez o limitacion de

un elemento ya que si hay exceso de este no existe una competencia (L6pez et al., 2017).

2.10.1 Competencia por nutrientes: Este tipo de mecanismo se caracteriza por la
competencia de nutrientes en el suelo o sustratos, algunos de los nutrientes por los que
compiten son; nitrégeno, carbohidratos no estructurales (azlcares y polisacaridos como
almidon, celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre otros), asi como microelementos (Fe,
Cu, Mo, B, Mn, etc.) Este tipo de mecanismo no ha sido muy utilizado desde el punto de
vista practico en suelos o sustrato con exceso de nutrientes ya que al haber un exceso de
dichos nutrientes no se lleva a cabo la competencia y por ende el desplazamiento del patdgeno

no es llevada a cabo (Infante et al., 2009; Léopez et al., 2017).

2.10.2 Competencia por espacio: Este mecanismo ha sido muy evaluado debido a la
competencia que presentan los eficaces colonizadores, interviniendo la velocidad de

crecimiento del antagonista, determinado de esta manera su aplicacion uniforme en todo el
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sustrato, asi mismo si el espacio 0 sustrato presenta organismos patdgenos el hongo
antagonista aumenta su velocidad de crecimiento, conjuntamente con otros de los
mecanismos de accidén del antagonista promoviendo el biocontrol del patdgeno y la

colonizacidn del sustrato (Infante et al., 2009; Lopez et al., 2017).

2.10.3 Micoparasitismo: El micoparasitismo ha sido el principal mecanismo de accion del
género Trichoderma y se define como el parasitismo de un hongo por otro (el micoparasito)
en el cual el hongo ejerce su accion sobre otro, también se considera como simbiosis
antagénica entre organismos donde se ven implicadas enzimas extracelulares tales como
quitinasas, celulasas, proteasas y B-1-3- glucanasas las cuales corresponden a la composicion
y estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados, lisando o digiriendo las
paredes de los hongos. Este mecanismo es un proceso complejo que incluye varias etapas
para llevarse a cabo entre ellos se encuentra el reconocimiento, ataque y penetracion, en este
mecanismo las especies Trichoderma crecen quimiotropicamente hacia el hospedante
durante el proceso, es decir presentan un crecimiento directo hacia un estimulo quimico y es
asi como durante el micoparasitismo, el hongo antagonista localiza al patégeno, se adhieren
a las hifas enrollandolas frecuentemente y en algunas ocasiones penetrandolas provocando
de esta manera la degradacién de las paredes celulares del hospedante, observandose en los
estados tardios del proceso parasitico el cual conlleva a la muerte total del fitopatogeno
(Fernandez, 2001; Infante et al., 2009; Gelderen, 2009; Lopez et al., 2017).

2.10.4 Antibiosis: Es el proceso en el cual se lleva a cabo la accion directa de antibioticos o
metabolitos toxicos producidos por un hongo antagonista sobre un organismo sensible a estos
para que de esta manera se eliminen o se suprima el hongo patégeno los cuales crecen en una
misma area. Muchas especies Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles y no
volatiles como gliotoxina, viridina y gliovirina, siendo estos algunos de los cuales inhiben el
desarrollo de otros microorganismos con los que no hacen contacto fisico, dichas sustancias
inhibidoras son consideradas como “antibioticos”, los cuales producen efectos significativos

en el desarrollo y crecimiento de los hongos patégenos (Infante, 2009).
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Es importante mencionar que estos tres mecanismos actuan sinérgicamente ayudando de una
manera eficaz en el control de patdgenos en gran variedad de cultivos de gran importancia
econdémica. Su importancia de cada mecanismo depende significativamente en la relacion
antagonista-patégeno, asi como también de las condiciones ambientales, ademas dichos
mecanismos también pueden ser influenciados por el tipo de clima, suelo, temperatura, pH,
humedad y suelo, sin contar los miembros de la microflora etc. Actualmente, el hongo
Trichoderma es uno de los agentes de mayor uso en programas de control biolégico como
reguladores de fitopatdgenos gracias a los importantes mecanismos de accion utilizados,
contribuyendo al uso de controles mucho mas amigables para los cultivos, el ambiente y la
salud humana (Infante et al., 2009; Lopez et al., 2017).
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3. JUSTIFICACION

En el cultivo de Agave angustifolia se ha detectado la incidencia de enfermedades
ocasionadas por Fusarium, las cuales inducen graves dafios en las raices y en consecuencia
se generan pérdidas econdmicas, por lo que los productores para su control hacen uso de
diferentes productos quimicos muchas veces sin conocer de manera certera el agente
etioldgico, lo que ha provocado una serie de afectaciones al ambiente, la salud humana e
incluso propiciando la resistencia de estos organismos patdgenos. Por estas razones en los
ultimos afios se ha propuesto el uso de hongos antagonistas del género Trichoderma como
una alternativa para el control de las enfermedades causadas por el género Fusarium en
diferentes cultivos. El aislamiento y aplicacion de cepas Trichoderma en el cultivo de agave
puede tener efectos benéficos en la productividad ya que al utilizar dichos compuestos
bioldgicos ayudan no solo a combatir enfermedades, sino que ademas se obtiene un mejor
rendimiento, optimizando su ciclo de vida para su buen aprovechamiento por parte de los
productores de dichos cultivos, asi mismo se ve beneficiada la salud humana, debido a que

el ambiente no recibe impactos negativos por parte de los biocontroladores.

En la actualidad se sabe poco sobre los métodos de control en los cultivos de Agave
angustifolia ya que no se cuentan con estudios realizados sobre la formulacién y aplicacion
de Trichoderma spp. en los campos de cultivos especificos de dicha especie, por lo que se
busca efectuar un producto a base de Trichoderma ya que por su gran eficacia como agente
antagénico podria controlar de manera eficiente a los patdgenos causantes de la necrosis en
laraiz de las plantas de la especie Agave angustifolia'y con ello disminuir el uso de productos

quimicos en los cultivos en el estado de Morelos.
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4. HIPOTESIS

Por lo menos una especie del géenero Trichoderma es capaz de inhibir el desarrollo del
patdgeno Fusarium oxysporum causante de la necrosis de la raiz del agave.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad antagonica de cepas nativas de Trichoderma hacia el patdgeno
Fusarium oxysporum causante de la necrosis en la raiz del agave.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Aislar cepas de Trichoderma de suelos cultivados con agave en el estado de Morelos.

v Evaluar in vitro la capacidad de antagonismo de las cepas de Trichoderma hacia el
patdgeno Fusarium oxysporum.

v" Identificar morfolégicamente las cepas de Trichoderma que presenten mayor

actividad antagonica hacia el patégeno Fusarium oxysporum.
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6. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevd a cabo en el Centro de Investigaciones Biologicas de la

Universidad Autdonoma del estado de Morelos.

Se realizaron pruebas in vitro para evaluar el antagonismo de cepas de Trichoderma hacia

Fusarium oxysporum patégeno del agave, de acuerdo con la siguiente metodologia:

METODOLOGIA
ETAPA (B)
ETAPA (A)
LABORATORIO
CAMPO
Aislamiento de
Colecta de suelo Trichoderma
-Suspensidn de suelo
Medio de -Inoculacion en medios de
cultivo: cultivo
EMA -Incubacion
PDA -Re-aislamiento
-Purificacion
-Evaluacion del porcentaje de
inhibicién del crecimiento (PCI) _Evaluacién del
-Evaluacion del crecimiento antagonismo in vitro

-Anélisis estadistico

-ldentificacion morfologica
de las mejores cepas de
Trichoderma.
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6.1 Recolecta de muestras de suelo

Se obtuvieron muestras de suelo en campos de agave de los municipios de Jojutla y

Tlaltizapan del estado de Morelos. De cada municipio se recolectaron tres muestras de suelo.

Siguiendo la metodologia de EI Amin y Saadabi (2007), cada muestra de suelo fue integrada
por cinco submuestras las cuales fueron tomadas en cinco puntos diferentes de la parcela a
unos 15 — 20 cm de distancia de las plantas de agave. Las cinco submuestras fueron colocadas
en un recipiente, se mezclaron y homogeneizaron, tomando 1 kg de suelo el cual fue
depositado en una bolsa de plastico. A cada bolsa de suelo se le coloco una etiqueta con los

datos de colecta y se llevaron al laboratorio para llevar a cabo su procesamiento.

6.2 Aislamiento de Trichoderma spp.

A partir de las muestras de suelo se llevo a cabo el aislamiento de las cepas de Trichoderma
utilizando la técnica de dilucion en placa (Khalili et al., 2012).

Suspension de suelo. De cada muestra de suelo se tomaron 10g y se depositaron en un matraz
con 90 ml de agua destilada estéril. Este matraz se agito en un vortex durante 30 segundos,

obteniendo una solucion homogeénea.

Diluciones. Del matraz inicial se tomé un ml de suspension con una pipeta estéril y se
adiciono a un tubo de ensaye con 9 ml de agua destilada estéril, se agito y se marc6 como
tubo No. 1. Del tubo 1 se tomé un ml de suspensién con una pipeta estéril y se deposit6 en
un tubo de ensaye con 9 ml de agua destilada estéril, se agito y se etiqueto como tubo No. 2.
Este procedimiento se continu realizando hasta que se obtuvo las diluciones del tubo No. 3,
tubo No. 4 y tubo No. 5.

Inoculacion en medio de cultivo. Se utilizaron las diluciones de los tubos dos, tres, cuatro
y cinco obtenidas anteriormente. De cada dilucion se tomo 1 ml con una pipeta Pasteur estéril
y se agregoé en una caja Petri con medio de cultivo PDA adicionado con acido lactico. Las

cajas Petri se sellaron con parafilm y se anotaron los datos correspondientes con la muestra
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de suelo. De cada dilucion se realizaron 5 repeticiones, dando un total de 20 cajas Petri por

muestra de suelo.

Incubacioén. Las cajas Petri inoculadas con las diluciones de suelo se mantuvieron en
condiciones de luz constante a una temperatura de 25 °C y se revisaron diariamente para

observar el desarrollo de colonias fungosas.

Reaislamientos. De las colonias en crecimiento de las cajas Petri se seleccionaron aquellas
que presentaron caracteristicas morfoldgicas tipicas de Trichoderma. De estas colonias se
tomaron una pequefia porcién de agar con micelio y se transfirieron a otra caja Petri con

medio de cultivo PDA. Estas cajas Petri se sellaron, etiquetaron y se incubaron a 25 °C.

Cultivos monosporicos de Trichoderma. De las colonias de Trichoderma con 8-10 dias de
crecimiento se realizaron raspados en la superficie con una aguja de diseccion estéril para la
obtencion de esporas. Con estas agujas impregnadas de esporas se realizaron rayados en otras
cajas Petri y se incubaron a 25 °C. Pasadas las 24 horas estas cajas Petri fueron observadas
bajo un microscopio estereoscépico para el inicio de la germinacion de las esporas. De las
esporas en germinacién se tomo una punta de hifa con una aguja de diseccion estéril y se
transfirié a otra caja Petri con medio de cultivo agar extracto de levadura (EMA). De esta
forma se obtuvieron cultivos puros los cuales fueron utilizados para llevar a cabo los

bioensayos.

6.3 Evaluacion in vitro del antagonismo de Trichoderma hacia el patégeno

Fusarium oxysporum.

Para realizar los bioensayos de antagonismo se utilizaron las cepas de Trichoderma spp.

aisladas de las muestras de suelo analizadas.
Agente fitopatdgeno. El hongo fitopatdgeno evaluado fue Fusarium oxysporum.

Técnica de cultivo dual. Los organismos fungosos utilizados en este bioensayo fueron
cultivados de manera individual. Las cepas de Trichoderma se crecieron en medio de cultivo

EMA y Fusarium oxysporum en medio de cultivo PDA.
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De las cajas Petri con colonias de Fusarium oxysporum se cortaron discos de micelio de 0.5
cm de didmetro con ayuda de un sacabocados y se colocaron en un extremo de la caja Petri
con medio de cultivo PDA y se dejaron crecer por 24 h. Transcurrido ese periodo de tiempo
se cortaron discos de micelio de 0.5 cm de diametro de cada cepa de Trichoderma y se
colocaron en las cajas Petri con las rodajas de Fusarium oxysporum aproximadamente de 4.5
cm de distancia. Estas cajas fueron selladas, etiquetadas e incubadas a 25 °C bajo luz
continua. Este procedimiento se realizo con todas las cepas obtenidas de Trichoderma con
cinco repeticiones cada una. Los tratamientos testigo fueron cajas Petri con medio de cultivo
PDA inoculadas solo con rodajas de micelio de Fusarium oxysporum de 0.5 cm de didmetro
colocadas en el centro de la caja Petri.

Porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC).

Para la evaluacién de esta variable se tomd la lectura del crecimiento micelial de las cepas a
evaluar, tanto de Trichoderma como de Fusarium oxysporum. En la parte posterior de cada
caja Petri se traz6 una linea del centro de la rodaja con micelio de Fusarium hasta el centro
de la rodaja con micelio de Trichoderma. Cada 24 h se midid el crecimiento micelial de los
dos organismos utilizando una regla graduada. Se registro el crecimiento hasta que el micelio
de ambos hongos se puso en contacto. El porcentaje de inhibicion del crecimiento de
Trichoderma hacia Fusarium oxysporum se calculé mediante la siguiente férmula (Fokkema,
1976).

A-B X100
A
Donde:
A: es el crecimiento radial de Fusarium oxysporum como testigo
B: es el crecimiento radial de Fusarium oxysporum junto con Trichoderma spp.
Anélisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos del PIC se realiz6 mediante ANOVA de una sola via para
determinar si hay diferencias entre los tratamientos evaluados, con un nivel de significancia

de 0.05. Posteriormente se aplico una prueba de Tukey.
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6.4 Evaluacion del sobrecrecimiento

A los trece dias después de transcurrido la instalacion de las pruebas de antagonismo, se
realizo la evaluacion in vitro del sobrecrecimiento de Trichoderma spp. siguiendo como base

la escala numeérica utilizada por Guigon y Gonzales (2004) la cual se presenta en el cuadro

2.
Grado Descripcion
1 El patdgeno crece en toda la caja Petri deteniendo a Trichoderma
2 El patdgeno crece mas de 75% entremezclandose con Trichoderma e inhibiéndolo
3 Patdgeno y Trichoderma crecen un 50% deteniendo ambos su crecimiento
4 Trichoderma sobrecrece al patdégeno inhibiendo y ocupando el 75% de la caja Petri
5 Trichoderma sobrecrece al patdgeno ocupando el 100% de la caja Petri

Cuadro 2. Escala de Guigon y Gonzales (2004), para la evaluacion del sobrecrecimiento de Trichoderma
spp. sobre Fusarium oxysporum.

6.5 Identificacion morfoldgica de las cepas de Trichoderma

Identificacién morfoldgica. Las cepas de Trichoderma con mayor capacidad antagonica
hacia Fusarium oxysporum se identificaron en base a su morfologia macroscépica y
microscopica siguiendo las descripciones de las claves taxondmicas proporcionadas por
Samuels y Hubber (2015). De acuerdo con las caracteristicas macroscopicas se evaluo el
color de la colonia, tipo de micelio, se midié el radio de la colonia en medio de cultivo SNA
y PDA (Difco) a 25y 35 °C y la formacion de pustulas, mientras que en la morfologia
microscopica se tomd en cuenta forma y tamafio de los conidios, tipo de fialides, conidi6foros
y presencia o ausencia de clamidosporas mediante preparaciones temporales las cuales son

observadas con el microscopio optico.
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7 RESULTADOS

De las muestras de suelo analizadas de los campos de cultivo de agave en el estado de
Morelos se obtuvieron un total de 20 cepas, las cuales fueron seleccionadas por presentar
caracteristicas macroscépicas correspondientes al género Trichoderma tales como color,
morfologia y tipo de crecimiento de la colonia (Fig. 7). Las cepas obtenidas fueron aisladas

de los municipios de Jojutla y Tlaltizapan.




Figura 7. Cepas de Trichoderma spp. aisladas de muestras de suelo del municipio de Jojutla. a)
Cepa T1, b) Cepa T2, c) Cepa T3, d) Cepa T4, e) Cepa T5, f) Cepa T6, g) Cepa T7, h) Cepa T8, i)
CepaT9,j) CepaT10, k) CepaT11, 1) Cepa T12, m) Cepa T13, n) Cepa T14, i) Cepa T15, 0) Cepa
T16, p) Cepa T17, q) Cepa T18, r) Cepa T19y s) Cepa T20
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Cuadro 3. Cepas de Trichoderma spp. aisladas de suelos de cultivo de agave en los

municipios de Jojutla y Tlaltizapan.

CEPA MUNICIPIO
T1 Jojutla
T2 Jojutla
T3 Jojutla
T4 Jojutla
T5 Jojutla
T6 Jojutla
T7 Tlaltizapan
T8 Tlaltizapan
T9 Tlaltizapan

T10 Tlaltizapan
T11 Tlaltizapan
T12 Tlaltizapan
T13 Tlaltizapan
T14 Tlaltizapan
T15 Tlaltizapan
T16 Tlaltizapan
T17 Tlaltizapan
T18 Jojutla

T19 Jojutla

T20 Jojutla
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7.1 CARACTERISTICAS GENERALES MACROSCOPICAS Y
MICROSCOPICAS DE Trichoderma spp.

MACROSCOPICAS:

e Lacolonia presenta un color verde olivo o
verde pélido

e Micelio algodonoso

e Presentan algunas especies anillos concéntricos

e Presencia de pustulas algodonosas

Martinez et al., 2015; Sanchez et al., 2021

e Conidioforos hialinos, septados, ramificados y
alargados

e Fialides individuales o en grupos, cortas y anchas
de la base.

e Conidios lisos, ovoides presentando color verde
olivo en la madurez (2,0 a 3,5 um de largo y 2,0

a 3,0 um de ancho)

e Clamidosporas subglobosos u ovoides, solitarios,

miden 20 um o menos de diametro.

~

Samuels & Hebbar, (2015)
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7.2 INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE Fusarium oxysporum POR

Trichoderma spp.

De acuerdo con el bioensayo realizado se observo gue las veinte cepas de Trichoderma spp.
en su interaccion con Fusarium oxysporum mostraron un comportamiento diferente. En estas
interacciones se pudo observar el contacto entre las primeras colonias de Trichoderma spp.
y F. oxysporum sucedi6 a las 96 horas (Fig. 9). En cuanto al anélisis de varianza mostro
diferencias altamente significativas entre los tratamientos evaluados con un 95% de
confiabilidad, por lo que se procedié a realizar la prueba de Tukey. La cepa T5 ejerci6 el
mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento con un 28.4 % sobre Fusarium oxysporum,
seguido de la cepa T3 con un porcentaje de inhibicion del 23% y finalmente la cepa T6
mostrando un porcentaje de inhibicion del 18.4%, por lo que quiere decir que dichas cepas

son significativamente diferentes a las demas cepas evaluadas (Fig.8 ).

A INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE Fusarium oxysporum
30 28_4 POR Trichoderma spp.

25 23 BAC BC C
A 1
20 184 | | 1
164
@) 14 14 13.8 13.8 13.8 13.8
15 . . N .
126 126 12.4 124 118 174 114 114 114
10
5

T5 T3 T6 T16 T12 T14 T8 T13 T15 T10 T1 T7 T9 T2 T17 T11 T4 T18 T19 T20
TRATAMIENTOS

o

Figura 8. Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento (PIC) de Trichoderma spp. sobre Fusarium
oxysporum. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey (0.05).
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Figura 9. Antagonismo de las cepas de Trichoderma spp. hacia Fusarium oxysporum a las 96
horas. a) Cepa T1, b) Cepa T2, ¢) Cepa T3, d) Cepa T4, e) Cepa T5, f) Cepa T6, g) Cepa T7, h)
Cepa T8, i) Cepa T9, j) Cepa T10, k) Cepa T11, I) Cepa T12, m) Cepa T13, n) Cepa T14, i)
Cepa T15, 0) Cepa T16, p) Cepa T17, q) Cepa T18, r) Cepa T19, s) Cepa T20
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7.3 SOBRECRECIMIENTO DE Trichoderma spp. HACIA Fusarium

oXysporum

En la evaluacion de sobrecrecimiento de las cepas de Trichoderma spp. hacia F. oxysporum
se pudo observar un comportamiento diferente (Fig. 10). El anélisis de varianza mostro
diferencias altamente significativas entre los tratamientos evaluados, con un 95% de
confiabilidad, por lo que se llevé a cabo la prueba de Tukey. Once cepas (T17 p, T10 j, T3
c,T8h, T5e, T6f T15MA, T16 0, T15f, T91i, T11 ky T7 g) mostraron el mayor porcentaje
de sobrecrecimiento hacia Fusarium oxysporum con un 100%o (grado 5) (Cuadro 4), es decir
crecieron totalmente sobre el patégeno y esporularon sobre el mismo. Por otro lado, las cepas
(T14n,T18q,T4d, T13m, T121,T1a, T2b, T19ry T20 s) integraron un segundo grupo,
quienes sobrecrecieron al patdgeno, inhibiéndolo y ocupando el 75% de la caja Petri (grado
4) (Cuadro 4).




Figura 10. Sobrecrecimiento de las cepas de Trichoderma spp. frente a Fusarium oxysporum
a los 13 dias. a) Cepa T1, b) Cepa T2, c) Cepa T3, d) Cepa T4, €) Cepa T5, f) Cepa T6, g)
Cepa T7, h) Cepa T8, i) Cepa T9, j) Cepa T10, k) Cepa T11, I) Cepa T12, m) Cepa T13, n)
Cepa T14, i) Cepa T15, 0) Cepa T16, p) Cepa T17, q) Cepa T18, r) Cepa T19, s) Cepa T20
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Tratamiento % del sobrecrecimiento de Grado Agrupamiento prueba
Trichoderma spp. Tukey
T17 100 5 A
T10 100 5 A
T3 100 5 A
T8 100 5 A
T5 100 5 A
T6 100 5 A
T15 100 5 A
T16 100 5 A
T9 100 5 A
T11 100 5 A
T7 95 5 A
T14 90 4 BA
T18 80 4 BC
T4 75 4 C
T13 75 4 C
T12 75 4 C
T1 75 4 C
T2 75 4 C
T19 75 4 C
T20 75 4 C

Cuadro 4. Porcentaje del sobrecrecimiento micelial de Trichoderma spp. hacia Fusarium
oxysporum a los 13 dias.
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7.4 IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE Trichoderma spp.

Se llevo a cabo la identificacion morfoldgica de las cepas T5, T3y T6, las cuales presentaron
el porcentaje de inhibicion y sobrecrecimiento mas alto en las pruebas realizadas sobre el

patdgeno Fusarium oxysporum.

e CRECIMIENTO RADIAL DEL MICELIO DE LAS CEPAS EN
SNA A 25 °C.

Se midio el radio micelial de las cepas T5, T3y T6 a una temperatura de 25°C en un periodo
de tres dias, utilizando el medio de cultivo SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar). De
acuerdo con el método realizado se pudo observar un crecimiento micelial diferenciado a las
24, 48 y 72 horas. En el dia uno la cepa T5 presento un crecimiento radial micelial de 18.2
mm, la cepa T3 mostro un crecimiento radial micelial de 24.4 mmy la cepa T6 presento un
crecimiento micelial de 24.2 mm. En el dia dos la cepa T5 alcanzo un crecimiento radial
micelial de 40.8 mm, la cepa T3 presento un crecimiento de 48 mm y la cepa T6 obtuvo un
crecimiento de 47.4 mm. Finalmente en el dia tres la cepa T5 mostro un crecimiento radial
micelial de 65.6 mm, mientras que la cepa T3 presento un crecimiento micelial de 67.2 mm

y la cepa T6 obtuvo un crecimiento micelial de 67.2 mm.

Crecimiento radial micelial de Trichoderma en SNA a 25 °C
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Figura 11. Promedio del crecimiento radial micelial de las cepas T5, T3y T6 en SNA a 25 °C.
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« CRECIMIENTO RADIAL DEL MICELIO DE LAS CEPAS EN
PDA (Difco) A 25 °C.

El radio micelial de las cepa T5, T3y T6 fue medido a una temperatura de 25°C en un periodo
de tres dias, utilizando el medio de cultivo PDA (Difco). En base a las medias obtenidas se
pudo observar un crecimiento micelial diferenciado a las 24, 48 y 72 horas. En el dia uno la
cepa T5 presento un crecimiento radial micelial de 26.4 mm, mientras que la cepa T3 mostro
un crecimiento micelial de 22.8 mm y la cepa T6 alcanzo un crecimiento micelial de 23 mm.
En el dia dos la cepa T5 alcanzo un crecimiento micelial de 52.6 mm, la cepa T3 obtuvo un
crecimiento de 43 mm y la cepa T6 mostro un crecimiento micelial de 47.6 mm. Finalmente
en el dia tres la cepa T5 obtuvo un crecimiento radial micelial de 67.4 mm, la cepa T3
presento un crecimiento de 64.6 y la cepa T6 alcanzo un crecimiento radial micelial de 59.8

mm.

Crecimiento radial micelial de Trichoderma en PDA (Difco) a 25 °C
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Figura 12. Promedio del crecimiento radial micelial de las cepas T5, T3y T6 en PDA (difco) a 25 °C.
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e CRECIMIENTO RADIAL DEL MICELIO DE LAS CEPAS EN
SNA A35°C.

Se obtuvieron las medidas del radio micelial de las cepa T5, T3y T6 a una temperatura de
35°C en un periodo de tres dias, utilizando el medio de cultivo SNA (Spezieller
Nahrstoffarmer Agar). De acuerdo con el método realizado se pudo observar un crecimiento
micelial diferenciado a las 24, 48 y 72 horas. En el dia uno la cepa T5 mostro un crecimiento
de 3.8 mm, la cepa T3 presento un crecimiento de 5.4 mmy la cepa T6 obtuvo un crecimiento
micelial de 3.2 mm. A las 48 horas la cepa T5 presento un crecimiento de 3.8 mm, la cepa
T3 mostro un crecimiento micelial de 6 mm y la cepa T6 alcanzo un crecimiento micelial de
5.8 mm. Finalmente a las 72 horas la cepa T5 obtuvo un crecimiento de 4 mm, mientras que
la cepa T3 alcanzo un crecimiento de 6.6 mm y la cepa T6 presento un crecimiento de 10

mm.

Crecimiento radial micelial de Trichoderma en SNA a 35°C
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Figura 13. Promedio del crecimiento radial micelial de las cepas T5, T3y T6 en SNA a 35 °C.
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« CRECIMIENTO RADIAL DEL MICELIO DE LAS CEPAS EN
PDA (Difco) A 35 °C.

El radio micelial de las cepa T5, T3y T6 fue medido a una temperatura de 35°C en un periodo
de tres dias, utilizando el medio de cultivo PDA (Difco). En base a las medias obtenidas se
pudo observar un crecimiento micelial diferenciado a las 24, 48 y 72 horas. En el dia uno la
cepa T5 presento un crecimiento radial micelial de 4.6 mm, la cepa T3 mostro un crecimiento
de 5.6 mm y la cepa T6 obtuvo un crecimiento de 8 mm. En el dia dos la cepa T5 mostro un
crecimiento micelial de 8.6 mm, mientras que la cepa T3 presento un crecimiento de 9 mm,
por otra parte, la cepa T6 consiguié un crecimiento micelial de 11 mm. Finalmente en el dia
tres la cepa T5 alcanzo un crecimiento micelial de 11.8 mm, la cepa T3 obtuvo un crecimiento

de 12 mmy el cepa T6 mostro un crecimiento de 12.6 mm.

Crecimiento radial micelial de Trichoderma en PDA (Difco) a 35 °C
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Figura 14. Promedio del crecimiento radial micelial de las cepas T5, T3y T6 en PDA (difco) a 35 °C.
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS MACROSCOPICAS Y
MICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LAS CEPAS Trichoderma spp.

e Trichoderma cepa5

Radio de la colonia a 25°C en PDA: 67.4 mm

Radio de la colonia a 35°C en PDA: 11.8 mm Radio de la colonia a 35°C en SNA: 4 mm
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Conidiacion: Presencia de pustulas algodonosas que se forman abundantemente en medio
SNA, al ser observadas al microscopio estereoscopico son visibles los conidi6éforos.
Muestran forma asimétrica de color verde oscuro.

aumento 80X aumento 160X

aumento 250X aumento 350X
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Caracteristicas microscopicas:

Presentan conidioforo de tipo piramidal, los cuales terminan en hifas entrelazadas de las
pustulas, compuestos por un eje central bien definido. Fialides de tipo lageniformes (mas
largas que el ancho de la célula que las produjo), las cuales se mantienen en verticilos
divergentes de tres 0 més. De acuerdo con los promedios obtenidos las fidlides obtuvieron
una longitud de 7.3 um, una anchura de 2.6 um'y L/W de 3, por otro lado, la célula de soporte
en la fialide presentd una anchura de 2 pum. Los conidios presentan forma subglobosa
ligeramente ovalados, color verde oscuro, sin ornamentacion, mostrando una longitud
promedio de 3.3 um y una anchura promedio de 2.5 pum. A los 12 dias hubo presencia de
abundantes clamidosporas de forma subglobosa, con pared gruesa, solitarias terminales. En
base a las caracteristicas macroscopicas y microscopicas esta cepa fue identificada como T.

asperellum de acuerdo con las descripciones de Samuels y Hebbar (2015).

Figura 15. Caracteristicas morfologicas de T. asperellum cepa 5; a)fidlide y 55
conididforo, b) conidios y ¢) clamidosporas.



e Trichoderma cepa 3

Radio de la colonia a 25°C en PDA: 64.6 mm

Radio de la colonia a 35°C en PDA: 12 mm Radio de la colonia a 35°C en SNA: 6.6 mm
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Conidiacion: Presencia de pustulas algodonosas, formadas alrededor del indculo original
logrando extenderse por toda la caja Petri. Muestran forma asimétrica o sin forma y presentan

una coloracién verde oscuro o intenso.

aumento 80X aumento 160X

aumento 250X aumento 350X
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Caracteristicas microscopicas:

Presencia de conidioforo tipo piramidal con ramas laterales visiblemente emparejadas las
cuales surgen desde un eje principal bien desarrollado. Fialides de tipo lageniformes (mas
largas que el ancho de la célula que las produjo), las cuales se mantienen en verticilos
divergentes de tres a cuatro. En base a los promedios obtenidos las fidlides presentaron una
longitud de 9.3 um, una anchurade 2 umy L/W de 5. La célula de soporte en la fidlide mostro
una anchura de 2 um. Los conidios presentan forma subglobosa, color verde oscuro o intenso,
mostrando una longitud promedio de 3.2 um y una anchura de 2.4 um. Presencia de
abundantes clamidosporas, las cuales mostraron forma subglobosas solitarias y de pared

gruesa. En base a las caracteristicas macroscépicas y microscopicas esta cepa fue identificada

como T. atroviride de acuerdo con las descripciones de Samuels y Hebbar (2015).

Figura 16. Caracteristicas morfolGgicas de T. atroviride cepa 3; a) Conidiéforo y fialides, b) conidios

y ¢) clamidosporas.
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e Trichoderma cepa 6

Radio de la colonia a 25°C en PDA: 59.8 mm

Radio de la colonia a 35°C en PDA: 12.6 mm Radio de la colonia a 35°C en SNA: 10 mm
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Conidiacion: Presencia de pustulas abundantes, uniformemente dispersas formando un

césped continuo, presentan forma asimétrica, algodonosas, presentan una coloracion verdosa

intensa; conidioforos completamente fértiles visibles en el microscopio estereoscépico.

aumento 80X aumento 160X

aumento 250X Aumento 350X
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Caracteristicas microscopicas:

Presencia de conidiéforo piramidal; conidiéforos que terminan en hifas entrelazadas de
pustulas, compuestos por un eje central muy bien definido. fialides de tipo langeniformes
(mas largas que el ancho de la célula que las produjo) , las cuales normalmente se mantienen
en verticilos divergentes de tres 0 mas. De acuerdo con los promedios obtenidos las fialides
presentaron una longitud de 8.2 um, un acho de 2.8um y L/W de 3, mientras que la célula de
soporte en la fidlide mostro una anchura de 2.1 um. Presentaron conidios subglobosos de
color verde oscuro o intenso, los cuales formaron falsas cabezas en las fidlides, mostraron
una longitud promedio de 3um y un ancho de 2.4um. Clamidosporas subglobosas solitarias
terminales, las cuales se presentaron en abundancia. En base a las caracteristicas

macroscopicas y microscopicas esta cepa fue identificada como T. atroviride de acuerdo con

las descripciones de Samuels y Hebbar (2015).

Figura 17. Caracteristicas morfoldgicas de T. atroviride cepa 6; a) Conidioforo y fialides, b)
grupos de conidios (formando borlas), ¢) clamidosporas intercalar solitaria y solitaria terminal y

d) clamidosporas solitarias.
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8 DISCUSION

El género Trichoderma es ampliamente conocido por ser un hongo cosmopolita, debido a su
plasticidad ecol6gica que le ha permitido llevar a cabo su desarrollo en todos los tipos de
suelos de climas tropicales y templados desarrollandose sobre materia vegetal de condicién
variada. En este trabajo se obtuvieron 20 cepas de Trichoderma spp. obtenidas de 7 muestras
de suelo pertenecientes a los municipios de Jojutla y Tlaltizapan, dichas cepas presentaron
caracteristicas tipicas del género Trichoderma tales como rapido crecimiento en un medio de
cultivo, micelio algodonoso, color amarillo-verde oscuro, sin embargo, su intensidad es
variable de acuerdo con la especie, coincidiendo con lo reportado en la literatura (Samuels y
Hebbar, 2015; Allende et al., 2022).

Trichoderma es uno de los generos de hongos que se ha destacado por su importancia
biotecnoldgica y ambiental debido a su gran variedad de especies benéficas que contribuyen
a mejorar la rizosfera vegetal y a combatir patdgenos en cultivos econémicamente
importantes, por lo que dicho género ha sido utilizado como un biocontrol contra hongos
fitopatdgenos gracias a sus multiples mecanismos de accién, sobresaliendo la antibiosis, el
micoparasitismo, la competencia por espacio y nutrientes, y la produccion de metabolitos
secundarios (Hernandez et al 2019; Allende et al., 2022). La identificacion de las especies
que conforman a este grupo de hongos ha sido una herramienta fundamental debido a la gran
importancia por la cual se caracteriza dicho género. Trichoderma ha sido identificado
principalmente en base a su morfologia macroscopica y microscopica. De acuerdo con su
morfologia macroscopica se evalla, primeramente; el color de la colonia, tipo de micelio, se
mide el radio de la colonia y la formacion de pustulas, mientras que en la morfologia
microscopica se evalla principalmente forma y tamafio de los conidios, tipo de fialides,
conidioforos y presencia o ausencia de clamidosporas. En la actualidad el empleo de técnicas
moleculares es un complemento para la identificacion morfologica de varios grupos de
hongos (Allende et al., 2022).

En este trabajo se evaluaron 20 cepas obtenidas de suelo en cultivo de agave para determinar
su grado de antagonismo y sobrecrecimiento contra el patdgeno Fusarium oxysporum
utilizando la técnica de cultivo dual. Se observo que las cepas T5, T3 y T6 fueron las que

presentaron mayor porcentaje de inhibicién y sobrecrecimiento ante el patdgeno. Es
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importante mencionar que la interaccion entre Trichoderma y Fusarium en cultivos duales
es dividida en tres fases: a) fase inicial en donde las hifas de Trichoderma y Fusarium entran
en contacto, b) fase intermedia en donde Trichoderma puede o no inhibir a Fusarium,
caracterizada por el desarrollo de una zona de interseccion en las puntas de unién de las hifas
y ¢) fase final donde Trichoderma parasita o sobrecrece en el patogeno (Gamboa, 2017). En
los bioensayos realizados también se observo el desarrollo de las tres fases mencionadas.

En nuestro estudio la cepa de Trichoderma T5 creciendo en medio SNA presento pustulas
algodonosas de color verde oscuro, abundantes, con forma asimétrica, conidioforos de tipo
piramidal, fialides lageniformes, conidios subglobosos formados abundantemente vy
clamidosporas subglobosas, estas caracteristicas macroscopicas y microscopicas
corresponden con las descripciones de T. asperellum proporcionadas por Samuels y Hebbar,
(2015). Esta especie en el bioensayo de antagonismo mostro PIC del 24.8% y un
sobrecrecimiento hacia el patégeno Fusarium oxysporum del 100%, mientras que estudios
similares en plantas de cafia de azlcar se observo que esta especie mostro un PIC del 44.37%
hacia Fusarium sacchari proporcionando un efecto positivo como un buen agente
antagonista hacia el patdgeno y ademas promoviendo un mejor desarrollo en las plantas ya
que se demostrd un incremento en el nimero de tallos, altura, didmetro de tallos, longitud de
raiz, asi como biomasa humeda y seca de las raices (Gamboa et al., 2017). Asi mismo Duarte
et al., 2021 reporta que cepas de T. asperellum procedentes de semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris L.), mostraron un efecto eficaz como antagonistas contra el patdgeno perteneciente
al género Fusarium en donde se obtuvo un PIC por encima del 60%. Por otro lado, Espinoza
et al., 2019 exponen la capacidad antagénica obtenida por cepas de T. asperellum. Dichas
cepas fueron confrontadas frente a Fusarium oxysporum y F. solani utilizando la técnica de
cultivo dual debido que ambas especies patdgenas inducen la pudricién de raices y tallo en
plantas de melon (Cucumis melo). En dicho estudio se obtuvo que las cepas de la especie T.

asperellum presentaron un PIC del 54.9% al 74.1%.

Por otra parte, tomando en cuenta las caracteristicas morfologicas observadas en las cepas de
Trichoderma T3 y T6, presencia de abundantes pustulas asimétricas, algodonosas de color
verde oscuro, conidiéforos tipo piramidal, fidlides de tipo lageniformes, conidios

subglobosos y clamidosporas solitarias terminales se identific6 como T. atroviride de
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acuerdo con las descripciones de Samuels y Hebbar (2015). En nuestro estudio las cepas T3
y T6 presentaron un PIC del 23% y 18% con un sobrecrecimiento del 100% hacia Fusarium
oxysporum. En un reporte previo, Cabrera et al., (2020) mostraron la eficacia de la especie
T. atroviride hacia Fusarium graminearum, patdégeno causante de la fusariosis en la espiga,
la cual es una enfermedad de distribucion mundial. En dicho estudio T. atroviride presento
un PIC de 60% destacando por presentar la mayor inhibicion y sobrecrecimiento ante el
patdgeno. Asi mismo Fabiano et al., (2021) exponen gque cepas pertenecientes a la especie T.
atroviride fueron aisladas de suelo donde se cultiva sorgo para conocer su capacidad
antagonica hacia el patégeno Fusarium nygamai quien se distingue por ocasionar graves
problemas en el cultivo de sorgo (Sorghum bicolor), en dichas pruebas duales se obtuvo que
una de las cepas (T21) perteneciente a la especie Trichoderma atroviride mostro un PIC del
73.1 %y 62.7 % contra ambas cepas evaluadas del patdgeno F. nygamai. Por otro lado, Rao
et al., 2022 comprobaron la eficacia de la especie T.atroviride ante el patégeno Fusarium
oxysporum quien se caracteriza por producir la enfermedad del marchitamiento en plantulas
de tomate. En dicho estudio se llevo a cabo la confrontacién dual entre el antagonista y el
patdgeno obteniendo como resultado un PIC del 54.7% hacia Fusarium oxysporum mediante
la emisién de compuestos organicos volatiles producidos por el antagonista, por lo que, al
comprobar la eficacia del antagonista hacia el patdgeno se realizaron pruebas de
bioestimulacion en plantulas de tomate inoculadas con T. atroviride formulado en talco,
consiguiendo que las plantulas de tomate mostraran un mayor aumento en pesos Secos aéreos
y de raices después del tratamiento con T. atroviride y con ello suprimiera eficazmente la
enfermedad del marchitamiento por Fusarium oxysporum en plantulas de tomate, con una

eficacia de control del 82.69 %.

Con respecto a los resultados del sobrecrecimiento de las cepas de T. asperellum (T5) y T.
atroviride (T3 y T6) sobre Fusarium oxysporum estos son semejantes a lo reportado con
Infante y Martinez (2019) en donde indican que T. asperellum alcanza un sobrecrecimiento
hacia el patdgeno Rhizoctonia solani con un 75% a 100 % por lo que demuestra el rapido
crecimiento que caracteriza al género Trichoderma. Asi mismo Gamboa et al., (2017)
demuestran un sobrecrecimiento del 75% por medio de la especie T. asperellum frente a

Fusarium sacchari. Mientras que Pérez et al., (2020) indican que al evaluar dos cepas
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pertenecientes a la especie T. atroviride mostraron un sobrecrecimiento del 85% al 100%

hacia Rhizoctonia solani.

De acuerdo con los reportes obtenidos en base a el PIC reflejados por la especie T. asperellum
y T. atroviride ante el patdgeno Fusarium oxysporum son menores comparados a los
reportados en la literatura mencionada por lo que se asume que existe una amplia variabilidad
en el PIC entre las especies antagonistas reportadas, ademas que dicho genero utiliza
diferentes mecanismos de accion para llevar a cabo la inhibicién, por ejemplo: competencia
por nutrientes y espacio, dentro de los nutrientes principalmente por carbono, nitrégeno y
hierro, de la misma manera se reporta que Trichoderma spp. tiene la capacidad de producir
metabolitos volatiles y no volatiles, asi como enzimas hidroliticas extracelulares y
metabolitos antiflngicos secundarios que actdan sinérgicamente en la inhibicion del
crecimiento fangico, algunos compuestos tales como antibidticos, acido arzianico, N-
acetilado, viridina y sus derivados entre otros que han sido descritos (Gamboa et al., 2017) ,
por lo que es posible que las cepas evaluadas en este trabajo T. asperellum (T5) y T. atroviride
(T3 'y T6) no secretaran en mayor proporcion este tipo de compuestos hacia el patdgeno. Asi
mismo la ventaja que obtuvo el patdgeno Fusarium oxysporum al ser colocado a las 24 horas
antes que las cepas de Trichoderma podria influenciar en los bajos niveles de inhibicién por

parte de los antagonistas con respecto a otros estudios.
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9 CONCLUSIONES

1. De las muestras de suelo de agave obtenidas en el estado de Morelos, se aislaron 20

cepas con las caracteristicas morfoldgicas tipicas del género Trichoderma.

2. En los cultivos duales las cepas de Trichoderma que mostraron el mayor porcentaje
de inhibicion del crecimiento sobre Fusarium oxysporum fueron la T5 con un 28.4%

y las T3y T6 con un 23% y 18.4% respectivamente.

3. Las cepas de Trichoderma T5, T3 y T6 mostraron un sobrecrecimiento del 100%

hacia Fusarium oxysporum.

4. De acuerdo con las caracteristicas morfologicas macroscopicas y microscopicas la

cepa T5 se identificd como Trichoderma asperellum.

5. Acorde a las caracteristicas morfol6gicas macroscépicas y microscépicas evaluadas

las cepas T3y T4 se identificaron como Trichoderma atroviride.
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10 PERSPECTIVAS

En base a los resultados obtenidos en este trabajo las tres cepas aisladas e identificadas como
T. asperellum (T5) y T. atroviride (T3 y T6) presentan bases viables para considerarse como
eficientes agentes antagonistas contra F. oxysporum, por lo que se prevé llevar a cabo la
identificacion molecular de dichas cepas para comprobar y confirmar que las especies
identificadas como T. asperellum y T. atroviride corresponden con la identificacion
morfologica. Asi mismo se pretende evaluar en estudios posteriores las enzimas y tipos de
enzimas secretadas por las tres cepas (T5, T3y T6), para determinar y conocer las enzimas
mas eficientes hacia el patdogeno Fusarium oxysporum. Por otro lado, se podrian realizar
estudios in vivo con plantas de agave enfermas por Fusarium oxysporum, las cuales serian
inoculadas con una suspension de conidios por cada una de las cepas para determinar la

eficacia bioestimulante en las plantas y antagonica hacia el patégeno.
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