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RESUMEN

La enfermedad conocida como “Anillo Rojo” que es de etiologia
desconocida; hasta el momento se ha especulado sobre la posibilidad de una o
varias bacterias del género Erwinia, En el caso especifico de anillo rojo, no se
reconoce con exactitud el patdgeno (s) y los factores que predisponen o disparan
el desarrollo de la misma, asi como el avance o dispersion que muestra entre
plantas a nivel de parcela, Por lo que el objetivo de este trabajo fue identificar y
caracterizar el agente patdégeno que causa anillo rojo en el cultivo de agave
tequilero. La primera conclusién de este estudio de acuerdo a la sintomatologia de
los patdgenos encontrados es que anillo rojo no es provocado por una bacteria del

género Erwinia sp., sino por un hongo del género Aspergillus sp.

Con estos antecedentes, se proporciona la informacién basica que puede
ser de utilidad en futuros estudios, para entender el manejo y control de la

enfermedad de Anillo rojo en Agave fequilana Weber variedad azul.



1. INTRODUCCION

El termin6é agave cuyo significado en griego es “admirable” fue clasificado
por Carlos Lineo en 1753. “Su centro de origen es México, ya que en nuestro pais
se encuentran la mayor variabilidad y nimero de especies” (Castorena, 1985). En
la actualidad en el agave se han clasificado y reconocido 136 especies, 26
subespecies, 29 variedades y 7 formas” (Gentry, 1982). Bustamante, citado por
Luna, (1998), indica que en la zona donde se cultiva A. tequilana para produccién
de tequila se reportan las siguientes especies: Agave longisepala Tod (mezcal
grande), Agave pesmulae Trel. (Mezcal pata de mula), Agave pseudotequilana
Trel. (Mezcal blanco) y Agave subtilis Trel. (Maguey chato), entre otras. De estas
especies, A. tequilana Weber var azul es la que se cultiva en mayor escala en la
region de Jalisco, ya que es de importancia en la elaboracién del tequila. (Luna,
1998). El tequila esta reconocido y protegido por México como un producto con

Denominacién de Origen. (Luna, 1991)

La preocupacion de los ultimos afos radica en que el cultivo del
agave va teniendo mayor cantidad de problemas fitosanitarios haciendo necesario
un aprovechamiento mas eficiente del cultivo, un adecuado manejo y proteccion,
reduciendo el rendimiento por problemas provocados por patdgenos,(hongos,
bacterias, virus y nematodos principalmente) los que atacan al cuitivo provocando
dafios, teniendo reportes de varias enfermedades por ejemplo marchitez
bacteriana (Erwinia spp.), pudricion de raiz (Fusarium oxysporum), y anillo rojo;
reportado por Valenzuela como Anillo Rojo provocado por la bacteria Erwinia
amylovora que causa grandes problemas para la produccién de agave, sin
embargo, el desarrollo de cualquier enfermedad esta fuertemente influenciado por

factores medioambientales, ademas de la condicién del hospedero.



En el caso especifico de anillo rojo, no se reconoce con exactitud los
factores que predisponen o disparan el desarrollo del mismo, asi como el avance o
dispersidén que muestra entre plantas a nivel de parcela, por lo que se analizaran
las condiciones bidticas (sintomatologia de los patdogenos encontrados) y abidticas

(humedad y temperatura) durante la inoculacién en la zona de muestreo.

Por su parte Granados, (1993) menciona a la bacteria del género Erwinia
spp, como el agente causal de Anillo Rojo y como un problema fitosanitario

importante del Agave tequilana Weber var. Azul en afos recientes.

La enfermedad conocida como “Anillo Rojo” es de etiologia desconocida;
hasta el momento se ha especulado sobre la posibilidad de una o varias bacterias
del género Erwinia, pero sin tener la evidencia completa. A pesar de lo anterior, la
enfermedad se sigue desarrollando en campo; la velocidad de desarrolio es alta, y
se pueden observar nuevos predios de produccién de agave con plantas

enfermas. (Ireta, 2002).

Es prioritario identificar al organismo causal de este problema como punto
de partida para solucionar el grave dafio que esta enfermedad representa, por lo
que el conocimiento primario de cualquier enfermedad en este caso anillo rojo, es
la identificacion de patdégeno causante, ya que esto nos permite implementar las

medidas adecuadas para su prevencion y control.



1.1 Hipotesis:

« La enfermedad Anillo rojo es provocada por una bacteria del género Erwinia

sp. en el Agave tequilana Weber var. Azul

e La enfermedad Anillo rojo es provocada por un hongo, en el Agave

tequilana Weber var. Azul



1.2 Objetivo:

e |dentificar y caracterizar el agente patégeno que causa anillo rojo en Agave

tequilana Weber var. Azul.

1.3 Objetivos Particulares:

o Definir cual o cuales son los agentes patdgenos causantes de Anillo Rojo
« Describir los agentes patégenos en base a sus caracteristicas morfologicas.

 Delimitar el rango climatico en los cuales se desarrollan los patégenos

causantes de Anillo Rojo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen del cultivo

El origen del agave se distribuye en el continente Americano
especificamente en México segun consta en el codice boturini (sobre la
peregrinacion azteca); que data de 1576 en el cddice Cruz-Badiano, asi como
otras evidencias que indican que este cultivo es originario de México (Murrary,
1994).

El Agave tequilana \Weber var. Azul, pertenece a una gran cantidad de
especies de donde se obtienen fibras y bebidas, que se extienden desde México a
Centro América, este grupo es facilmente reconocible por las formas de sus hojas

las cuales son angostas y muy rigidas (Gentry, 1982).

2.2. Descripcion Botanica del agave

La planta de agave es suculenta, ya que se extiende radicularmente de 1.2
a 1.8 m, de profundidad, teniendo tallos gruesos y cortos de 30 a 50 cm. de altura
al madurar. Con hojas de 90 cm. a 1.20 m, lancealodas y acuminadas de fibras
firmes, casi siempre rigidas, estiradas, céncavas de ascendentes a horizontales, lo
mas ancho se encuentra en la mitad de la hoja angosta y gruesas en la base,
generalmente de color azulado a verde grisaceo, el margen es recto a ondulado
los dientes de tamafio regular de espacios entre ellos de 3 a 6 mm, los apices
delgados curvos o flexos desde poca altura de la base piramidal de color café
claro a oscuro de 1 a 2 cm. de largo, raramente larga achatada o abiertamente
surcada de la parte superior, la base ancha café oscura decurrente o no.

(Valenzuela, 1997; Diédoro, 1993).



La inflorescencia es una panicula de 4 m de altura tensamente ramosa, con
20 a 25 umbelas largas difusas de flores verdes y estambres rosados; flores de 68
a 75 mm de largo, cilindricas de cuello corto inconstricto, casi terminado en punta
sobre la base tubo floral de 10 mm de ancho, funeliforme surcado, de pétalos
desiguales de 25 a 28 mm de longitud por 4 mm de ancho lineales erectos pero
rapidamente flojos en antesis, cambiando a café seco filamentosos de 45 a 50 mm
de largo, dobladas hacia dentro, junto al pistilo, inserto de 5 a 7 mm cerca de la
base del tubo; anteras de 25 mm de largo. El fruto es una capsula ovalada y

brevemente custida. (Gentry, 1982; Valenzuela, 1997).

2.3. Anillo Rojo

A su vez Valenzuela (1997) considera a esta enfermedad como una
deficiencia nutrimental que estd ampliamente extendida en la regién centro y en
suelos conocidos como barriles (barriales) en la region altefia. Los sintomas
inician con la presencia de una constriccion basal en el cogollo acompanada por
exudaciones de un liquido blanco y gomoso; las hojas que se desprenden del

cogollo quedan marcadas y adelgazadas en el area dafada.

Los dafios son graves cuando los tejidos constrictos estan delgados vy
cubiertos por costras suberosas de color rojo. La sintomatologia depende de la
edad del cultivo si la plantacion es reciente causara replante o un debilitamiento
general cronico, de las plantas afectadas. La enfermedad es muy agresiva en
tejidos tiernos, si el desarrollo de las plantas continua con altibajos llega a los
cuatro afios con un desarrollo pobre, enconstramiento general, deformaciones y su

rendimiento es bajo, (Valenzuela, 2003).



2.4. Género Erwinia

Las Erwinias son las Unicas bacterias fitdpatogenas que son aerobias
facultativas, son bacilos gram negativos, rectos con dimensiones de 0.5a 1.0 x 1.0
a 3 upm, desplazandose por flagelos peritricos, no forman esporas y son
fermentadoras activas, son catalaxa activa y oxidaza negativa, no hidrolizan
almidén ni la urea, producen acido de glucosa, galactosa, fructosa y sacarosa,
(Luna, 1998).

La mayoria de las bacterias fitopatogenas producen uno o varios tipos de
sustancias o macromoléculas que intervienen directa o indirectamente en la
patogénia, (Callow, 1983). Entre las mas importantes se incluyen fitétoxinas,

exoenzimas, fitohormonas, exopolisacaridos, sideforos y antimetabolitos.

La produccion de exoenzimas es frecuente en algunos grupos bacterianos
(Erwinia y Pseudomona), las cuales degradan las capas mas externas de los
tejidos. (Bayley, 1986; Collmer,1986, Hilderbrand,1989).

La produccion de exopolisacaridos esta asociada generalmente a
condiciones desfavorables de crecimiento bacterial, siendo implicado en la
formacion de cavidades hidroceles y en la obstruccion del sistema conductor. La
produccion de exopolisacaridos esta muy extendida entre los patovares de
Pseudomona syragae, Xanthomona campestres y Erwinia spp. En las especies del
género Erwinia en especial E. amilovora se producen galactanos que son

componentes del poder patogenico de esta especie (Bennett, 1980).

El género Erwinia fue propuesto para bacterias con morfologia bacilar,
moviles mediante flagelacion peritrica y anaerobias facultativas; con excepcion de
Patovar herbicola y E. persicinus. En 1945 Waldee consider6 que el género
Erwinia podria abarcar E. amylovora y especies patdogenas que causan

enfermedades con sintomas de necrdsis. (Waldee, 1945).



Las especies de Erwinia han sido subdivididas en 3 grupos mediante
estudios fenotipicos (Verdonck, 1987):
e Grupo Amylovora: E. amylovora, E. tracheiphila, E. quercina, E.
rubrifaciens, E. salicis y E. estewartii.
e Grupo Herbicola: E. herbicola, E. ananas y E. uredovora.
e Grupo carotovora: E. carotovora y diversas subespecie, y E.

crysanthemi.

2.5. Erwinia amylovora

Las especies que afecta E. amylovora son de las familias de las Rosaceas
subfamilia Pomoideas, aunque se ha descrito el ciruelo japonés, frambuesa vy
zarzamora (Van Der Zwet, 1995), lo que sugiere que en zonas con elevada

presion de indculo la bacteria puede afectar a nuevos huéspedes.

Los generos de las plantas mas afectadas por E. amylovora son Pyrus
(peral), Malus (manzano), Cydonia (membrillo) y Erybotria (nispero). Entre las
plantas ornamentales y silvestres destaca el crataegus (epino albar). (Paulin,
1993).

A su vez Van Der Zwet, (1995) considera que E. amylovora puede invernar
en los cancros formados en el periodo vegetativo anterior, pero se carece de
suficiente datos sobre {a existencia de otras fuentes de indculo primaveral aunque
se sabe que esta bacteria puede encontrarse como epifita endofita en distinta

partes de la planta.

Por su parte Berr, (1976) reporta que en primavera, en condiciones
climaticas favorables se muitiplican en algunos de los chancros y en los tejidos
adyacentes y la bacteria es diseminada por insectos, lluvias o vientos, donde

puede permanecer cierto tiempo como epifita, y presentar los primeros sintomas.
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De otra manera, Vanneste, (1995) afirma que si las condiciones son
favorables y el huésped sensible las bacterias avanzan invadiendo los tejidos, las
células son destruidas debido a los mecanismos todavia no definidos, ademas se

producen exudados debido a los exopolisacaridos que produce E. amylovora.

Lo que a su vez Steiner, (1992) confirma que la influencia de la humedad y

temperatura es determinante en las fases de contaminacién e infeccion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Caracteristicas agroclimaticas de la regién

3.1.1. Localizacion del municipio de Tequila

El municipio de Tequila se localiza casi al centro del estado ligeramente al
poniente, en las coordenadas 20 25' 00" a 21° 12' 30" de latitud norte y los 103°
36’ 00" a los 104° 03' 30" longitud oeste con alturas que van de los 700 a 2,900
m.s.n.m. (INEGI, 1988).

3.1.2. Delimitacion

Limita al norte con el estado de Zacatecas y con el municipio de San Martin
de Bolanos; al sur con los municipios de Ahualulco de Mercado, Teuchitlan y
Amatitan; al este con San Cristébal de la Barranca, Zapopan y Amatitan; al oeste
con el municipio de Hostotipaquilio, Magdalena y San Juanito de Escobedo,
(INEGI, 1988).

3.1.3. Clima

El municipio es semiseco con invierno y primavera secos, y semicalido sin
estacion invernal definida. La temperatura media anual es de 23.2 °C y tiene una
precipitacion media anual de 1,073.1 milimetros de régimen de lluvia en los meses
de junio a octubre. Los vientos dominantes son en direccion noreste y sureste. El

promedio de dias con heladas al afio es de 0.4. (INEGI, 1988).

3.1.4. Suelos

Los suelos dominantes pertenecen al tipo luvisol cromico y ortico, y regosol
elitrico; y como suelo asociado se encuentra el feozem lavico y litosol. (INEGI,
1988).
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3.1.5. Vegetacion

La flora esta compuesta de pino, roble, madrofio, agave tequilero (Agave
tequilana Weber var azul), encino, mezquite, guamdchil, nopal (Opuntia Picus-
indica L.), pitayo (Stenocereus queretaroensis), platano (Musa paradisiaca L.),
mango (Mangifera indica L.), huizache, limén (Citrus limon L.), ciruelo (Pruhas

salicina Lindl) y aguacate (Persea americana Mill). (INEGI, 1988)

3.2. Localidad de estudio

Se tomaron muestras de tejido de dos plantaciones comerciales de agave
tequilero (Agave tequilana Weber variedad azul) con sintomas de la enfermedad
conocida como "anilio rojo", para aislar el patégeno. Asi mismo se tomod una

muestra de suelo y sus caracteristicas son las siguientes:

Cuadro 1. Andlisis de suelo predio Huizizilapa municipio de Tequila, Jal.

Concepto valores Concepto valores
Textura Franco arcitioso  CIC meqg/100gr. 219
Arenas 34.56 N. Total % 8
Arcillas 39.8 P (valor/kg/ha) MED. 25
Limos 25.64 Ca (valor/kg/ha) BAJO 500
Ph 55 Mg (valor/kg/ha) M.A. 50
M.O. % 1,6 K (valor/kg/ha) M.A. 180
Da. Gr/cc. 1 % Humedad 14,66
Dr. Gricc. 26

Los sitios de muestreo, ambos del municipio de Tequila, Jal, fueron:

a) Localidad: El Medinefio, ubicado a una latitud Norte 20° 51" 51" y una
longitud Oeste 103° 46' 54" y altitud de 1250 m.s.n.m.

b) Localidad: de Huizizilapa ubicado a una latitud norte 20° 53" 47" longitud
oeste 103° 53' 28" y altitud de 1250 m.s.n.m.

13



Figura 1.Fotografia satelital de la ubicacion del predio
Huizizilapa en el municipio de Tequila Jalisco.
(CRT 2004).

3.3. Materialés

Para realizar este tipo de pruebas, se tomaron varias plantas con dafnos
sevéros, de las cuales se recolectaron muestras de tejido de las partes mas
tiernas con actividad microbiologica (cogollo), corténdolos y envolviéndose en
periodico y se introducen en una bolsa de polipapel, extrayendo la mayor parte del
aire para evitar una contaminacion de muestra, una vez las en el laboratorio se

procedié al aislamiento e incubacién del patégeno.
Los registros de condiciones climaticas dentro del invernadero se realizaron

con dos sensores (HOBO RH, Relative Humidity Logger y HOBO XT,

Temperatura Logger) a nivel de planta.
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3.4. Metodologia experimental

3.4.1. Aislamiento del patogeno

3.4.1.1. Preparacion de muestra

Se realizd una suspension en la cual se requiri®é una porcion de tejido
infectado (tejido sano-enfermo) de .5 cm?® aproximadamente, los trocitos se
trataron con una solucién de hipoclorito al 1.5% durante 1 min., trascurrido el
tiempo, se estilé para quitar el exceso de hipoclorito, pasandolos a tubos de
ensayo con 9 ml. de agua bidestilada estéril, se agitaron durante 2 min, para que

las bacterias se difundieran en el agua.
3.4.1.2 Técnica de estriado

Después de obtener la suspension, se realizaron placas de agar nutritivo
(AN) y papa-dextrosa-agar (PDA), preparadas con un dia de anticipacién para que
la superficie se encuentre solidificada; con una asa de nicromo esterilizada en el
mechero se tomo una gota de la suspensién, se inocul6 la superficie de la placas
con movimientos en zig-zag, este procedimiento se repitié en varias placas,
variando un poco el angulo de estriado y la cantidad de ino6culo inicial. Las
muestras obtenidas se incubaron en posicién invertida a temperatura ambiente

del laboratorio.
3.4.1.3 Seleccion de colonias

Para la seleccién de las colonias se observd el crecimiento y las
caracteristicas cualitativas de las mismas (forma, relieves, color, olor, grados de
sinuosidad marginal entre otras) llevandose un control cada 24 horas,
posteriormente se realizaron aislamientos de cada una de las colonias para
inocularlas a nuevas placas, teniendo un proceso de purificacion continuo, las

observaciones se iniciaron al tercer dia de incubacion.
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Una vez obtenido la purificacion de las colonias de microorganismos se
procedio con las técnicas de microscopia, se tomd en cuenta las caracteristicas de

los cultivos puros de todos los tipos distinguibles de colonias.

3.4.2. Pruebas de Identificacion del Patogeno

3.4.2.1 Tincién de Gram

Se utilizaron colonias de 1 6 2 dias de edad, con la finalidad de descartar a
todos los microorganismos no patégenos ya que la mayoria de las bacterias

fitopatégenas son Gram negativas.

Se preparo un frotis con las sepas purificadas, fijando al calor de Ia flama
del mechero, se cubrié el frotis con unas gotas de cristal violeta durante 1 min.,
transcurrido el tiempo se lavé con agua corriente, se procedié a cubrir el frotis con
solucién de lugol durante 1 min., se lavdé con agua corriente se realizd una
decoloracion con alcohol — cetona, gota a gota hasta la decoloracién completa, se
lavd con agua corriente, se cubrid el frotis con safranina durante 30 seg, se lavd

con agua corriente, dejandose secar para observa al microscopio.
3.4.2.2 Reaccion de Riu (Hidroxido de potasio)

Se prepard una solucién de KOH 3%, de la cual se colocd una gota en un
portaobjetos, se mezcld con una muestra de colonias jovenes de 2 a 3 dias de

crecimiento hasta obtener una mezcla homogénea, si al levantarse se forma un

hilillo, se tomara como negativo si por lo contrario no se forma sera positivo.
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3.4.2.3. Preparacion en fresco.

En un porta objeto se colocé una gota de lactdglicerol, de una colonia joven
de micelio se tomo6 una muestra y se mezclé con la solucién; Se colocod el
cubreobjetos, presionandolo hasta eliminar el exceso de aire sellandolo con

esmalte traslucido para su conservacion, y se observo en el microscopio.

3.5 Pruebas de Patogenicidad en Invernadero

Este trabajo se desarrollé bajo condiciones de invernadero en el Vivero del
Departamento de Produccion Agricola del Centro Universitario de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias (CUCBA), de la Universidad de Guadalajara durante el

periodo de abril a septiembre del 2004

3.5.1 Preparacion de soluciones

Las mezclas se preparararon utilizando colonias puras de los
microorganismos a evaluar en una solucién de 200 ml. de agua bidestilada estéril
realizando un raspado a la placa para incorporar los microorganismo a la

solucion

Tratamiento:
e T1: Testigo agua estéril
e T2: Hongo café + agua bidestilada esteril
e T3: Hongo blanco + agua bidestilada estéril
o T4: Bacteria + agua bidestilada estéril
e T5: combinacién de los tres microorganismos + agua bidestilada estéril

(solo se aplico en la segunda inoculacion).
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3.5.2 Preparacion de macetas

Se seleccionaron plantas sanas (Bulbillos) de Agave tequilana Weber var.
azul, los cuales se colocaron en macetas de 6” (de fibra de coco) con un sustrato
de peat-most y estopa de coco a una proporcidén 1:2, las cuales fueron colocadas
en un invernadero ventilado continuamente, para el acomodo de las plantas se
ubicaron al nivel de piso para su adaptacién, se colocaron sensores para el
registro de humedad y temperatura (HOBO RH, Relative Humidity Logger y
HOBO XT, Temperatura Logger).

Los tratamientos se organizaron de acuerdo a la orientacion del invernadero
siendo esta de norte a sur, cada tratamiento cuenta con diez repeticiones,

ordenadas en dos filas de cinco plantas.

Las inoculaciones se aplicaron mediante un aspersor manual con las
soluciones previamente elaboradas; asperjando totaimente a la planta cubriéndola
posteriormente con una bolsa de polipropileno humedecida, a manera de una

camara humeda durante setenta y dos horas.
Al término de las setenta y dos horas se retiran las camaras humedas e

iniciamos con el registro de los sintomas comparando las condiciones de las

plantas con los datos climaticos obtenidos de [os sensores.
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4. RESULTADOS

4.1 Pruebas de laboratorio y Aislamiento de los Patégenos

4.1.2. Bacterias

De las pruebas de laboratorio se aislaron dos bacterias las cuales se
caracterizaron como: 1) Colonia blanca y 2) Colonia amarilla. Para el caso de la
colonia amarilla (fig. 2a) se encontré en simbiosis con la cepa 2, correspondiente
al hongo no identificado, el tiempo que duro purificada fue de 72 hrs., debido a que
el medio de cultivo no fue el adecuado para mantenerla pura durante mas tiempo.
Para el caso de la colonia blanca (fig. 2b) fue de crecimiento lento, tardando en su

desarrollo de 32 a 48 hrs. Lo que permitié su multiplicacion e inoculacion.

En el cuadro 2, se puede observar las caracteristicas morfologicas de los
dos grupos de bacterias donde se describen morfolégicamente y al parecer estas
son bastantes diferentes, sin embargo las dos son fitopatdégenas de acuerdo a las

pruebas bioquimicas realizadas.

Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas de las bacterias.

CARACTERISTICAS COLONIA A (BLANCA) COLONIA B (AMARILLA)
TAMARQO DE COLONIA(mm)  VARIABLE < 1mm

FORMA IRREGULAR CIRCULAR
BORDE ONDULADO /RIZADO ENTERO

COLOR BLANCO CREMOSO AMARILLO CLARO
SUPERFICIE MATE BRILLANTE
DENCIDAD OPACA TRASLUCIDO
CONSISTENCIA CREMOSA BISCOSA

FORMA ) BACILAR BACILAR
AGRUPAMIENTO SOLO SOLO

TINCION GRAM NEGATIVO NEGATIVO
PRUEBA DE RIU NEGATIVO NEGATIVO
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De acuerdo a las dos pruebas realizadas bajo las condiciones de
laboratorio, se considera que la prueba de RIU es la més facil de implementar y de
obtener resultados confiables en comparacién con la tincion de GRAM. Lo que se

puede observar en la Figura. 2¢

Figura. 2a, Crecimiento de colonias, de bacteria blanca, 2b colonia amarilla
en medio PDA

Lo \ X N ) ,"1;1 )
Figura. 2c, Crecimiento de colonias con formacion de hilillo,
prueba de RIU, negativa bacteria A.
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4.1.3. Hongos

Los resultados obtenidos con el crecimiento de los hongos se encontraron
dos cepas, siendo la de mayor incidencia la cepa B que presenta conidiéforos, lo

que se observa en la figura 3.

Figura 3, Cepa B, observada al microscopio compuesto donde se observan las estructuras del
hongo a estudiar, a)Objetivo 10X conidiéforos, b)objetivo 100X sterigma, c)Objetivo 40X fialides y
conidiosporas, d) objetivo 100X conidia y columella.
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El crecimiento en PDA correspondié a una colonia con crecimiento radial de
color ocre; al pasar el tiempo el micelio creci6 en promedio de 2mm al dia,
notandose conidioforos, en forma de arbolitos y la produccion masiva de esporas.
(Fig. 4).

Figura 4. Hongo ocre, Donde se nota el crecimiento radial muy
marcado siendo una cepa de 72 h.

En el cuadro 3, se describen de manera detallada las caracteristicas de los
hongos aislados pertenecientes a diferentes géneros, correspondiendo al género
Aspergillus sp al Ocre (fig 5. b) y no se identific el de color blanco ya que en
ningun momento presento fructificacion, (fig. 5 a).

Figura 5. hongos con mayor frecuencia aislados en muestras de tejido infectado
por anillo rojo en agave tequilero, a) hongo blanco, no forma esporas, b)hongo
ocre, con formacién de conidioforos.
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Cuadro 3. Caracteristicas morfoldgicas de los hongos aisiados

COLOR DE COLONIA OCRE A BLANCA B
HIFAS CAFE CLARO TRASLUCIDA
COLOR OCRE/ CAFE OBSCURO BLANCO
DELGADAS / GRUESAS GRUESAS MUY DELGADAS
SEPTOS s NO

ESPORAS S ABUNDANTES NO PRESENTA
COLOR PARDO

FORMA ESFERICAS

CONIDIOFOROS S| FORMA DE ARBOLITOS AUSENTES
COLOR PARDO OBSCURO
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4.2. Pruebas de patdégenicidad en invernadero

De las inoculaciones que se realizaron los sintomas que se presentaron a

los 30 dias fueron los siguientes:

s Tratamiento 1: correspondiente al testigo, las plantas se desarrollaron sin
ningun sintoma, con un crecimiento normal y un color caracteristico del
cultivo, verde azulado, sin presentar apertura de cogollo.

+ Tratamiento 2: no se presentaron sintomas en el area foliar severos solo un
ligero amarillamiento en el segundo tercio de las hojas, que formaron
pequefos puntos de color café obscuros, quedando como estructuras
rigidas de color rojizas, no muy notorias, presentaron un 30% en el
tratamiento, algunas lesiones como pequefias estrias color paja las cuales
se necrosaron.

o Tratamiento 3: Solo presentd un pequeno amarillamiento en la base de las
hojas mas viejas, mostrando las mismas estrias y la necrosis del tejido,
que en el tratamiento 2.

+ Tratamiento 4. no presentd ninguna lesion aérea, sin embargo tampoco
demostré un desarrollo vigoroso como el testigo, no hay presencia de
estriados ni de ablandamientos de tejido.

e Todos los tratamientos presentaron encarrujamiento y decoloracion de las
hojas a un color cenizo, el sustrato se encostré por falta de humedad, por lo

que en las plantas manifestaron marchitamiento.

Cabe mencionar que durante los primeros 45 dias de inoculadas las plantas
se presentd una variacidon drastica en las temperaturas, alcanzando temperaturas
de hasta 47°C provocando un estrés severo en las plantas por lo que mostraron
sintomas de encarrujamiento, decoloracién, marchitamiento vy finaimente

alcanzaron la muerte, (fig. 6).
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Figura 6. Encarrujamiento y desprendimiento de la capa cerosa, causados en la primera etapa de
inoculacién, donde las temperaturas que se registraron fueron elevadas.

La primera fase de inoculacion se realizé del 14 de mayo al 28 de junio del
2004, en la primera fase, las condiciones ambientales son adversas y las plantas
no resistieron la etapa de adaptacion. Los cambios drasticos presentados no
concuerdan con las necesidades optimas de propagacion de la bacteria (Erwinia

amylovora), Steiner, (1992).

Segunda fase de pruebas de patdgenicidad en invernadero. Se realizo del
28 de junio al 9 de agosto del 2004, en esta etapa la temperatura juega un papel
importante ya que la variacion en temperaturas maximas se establecieron de 30 a
45 °C, mientras que las minimas se presentaron mas estables de 16 a 14 °C, las
plantas no presentaron estrés, ya que se manifesté en el crecimiento del

tratamiento testigo.

Debido a lo anterior, se realizaron algunos cambios en el invemadero:
colocacién de una malla sombra al 70%, riegos cada tercer dia y la aplicacién de
un agroquimico, H24 a base de Propoxur, Praletrina y Deltamentrina, para asi
tener una condicion favorable para el desarrollo de los patdégenos y a su vez de las
plantas. Posteriormente se inoculd por segunda ocasion, teniendo un tratamiento
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adicional siendo el T5 (combinacién de los tres microorganismos + agua

bidestilada estéril). Los sintomas que se observaron se describen a continuacion:

Tratamiento 1 (testigo). se desarrollo satisfactoriamente teniendo un color
verde azulado brillante su etapa fonolégica de crecimiento vegetativo tuvo un
aumento 10 a 15 cm. de altura, en comparacion con los demas tratamientos, a si
mismo la apertura del cogollo dando origen a varias pencas (2 a 3) por planta. (fig.

Figura 7.Tratamiento 1, plantas vigorosas y sanas a) planta antes del tratamiento, b) planta al
concluir [a etapa experimental.

El tratamiento 2, cambid de coloracién de un verde azul a uno mas palido hasta
llegar gradualmente a un verde pardo, presentd las mismas aglomeraciones de
manchas en la parte basal de las pencas, simulando una sola mancha. En forma
simultanea se presento una marchitez de las pencas, las cuales muestran como
un arrugamiento del tejido en forma de estria en el cogollo. Al igual que en la
primera fase de inoculacion presento un ligero amarillamiento en el segundo tercio
de las pencas, simultaneamente el 20% de las plantas inoculadas, mostraron una
pudricién blanda en la base del cogollo, al quinto dia de inoculacién los dafios
fueron muy marcados,; el 50% de las plantas presentaron clorosis amarillentas con
algunas tonalidades café obscuras, se noté un pequefio hundimiento, sin embargo
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esta pudricion no corresponde al dario tipico de la pudricién del cogollo ni de anillo
rojo. En algunas plantas se observaron con marchitamiento debido a posibles
dafios por el agroquimico (Fig., 7 a), décimo dia, los hijuelos tienen el 70% de
pudricién de cogollo muy avanzado con manchas alargadas amarillo brillante en
las hojas secundarias, en el centro de estas manchas se nota una coloracion
rojiza. Décimo cuarto dia, lo mas notorio en las lecciones amarillentas se vuelven
totalmente rojizas oscuras con apariencia acuosa al inicio y volviéndose rigida;
décimo séptimo dia, 1 de 10 plantas presenta esporulacion del hongo que se
inoculd en la base del cogollo, algunos cogollos (4) se muestran rigidos y el resto
muy flexibles, las manchas amarillentas se volvieron color marrén, el avance de la
pudricién blanda avanzé lentamente afectando al 70% de las plantas. (grafica. 1)

Humedad relativa y temperatura (méaximas y minimas) correspondiente al T2,
con respecté al comportamiento de la infeccibn en la segunda fase de
inoculacion.(grafica 1 y 2).

T 2 Humedad relativa (RH)

120 90
* J~ 80
100 *'MHMWH-
-[i 70
T 0 S b1 60
E o 1 50 —w— HR max
8 60 i [ --------------------------------------------------- —a— HR min
s T 49 | —+— % enfermedad
----------------------------------------------- Q—L 30
.__1./\/\ 1 2
T T 10
el T 0

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Tiempo (dias)

Grafica. 1, T2 Humedad relativa (RH) Se encuentra poca variabilidad que en la primera etapa de
evaluacion, notando algunos picos en la HR minima, inicio de inoculaciény dias evaluados con
cambio significativo en los sintomas de las plantas a evaluar. , o esporulacion en plantas
enfermas.
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T2 Temperatura °C
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Grafica 2. T2 Temperatura °C. Temperaturas con poca variacion térmica, ¢ avancé del patégeno
inoculado, o esporulacién en plantas enfermas y dias evaluados con cambio significativo en los
sintomas de las plantas a evaluar.

Figura 8.Tratamiento 2, a) pudricién blanda en la base y punta de cogollo con exudados en las
pencas secundarias, b) dafio en el cogollo y pencas adjuntas, ¢) presenta esporulacion en la base
del cogollo y manchas amarnillentas con centro rojizo, d) .otros sintomas como encarrujamiento.
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En este caso se puede afirmar que los sintomas que se observaron en un inicio

son muy similares al sintoma conocido como “anillo rojo”.

Tratamiento 3, el 20% de las plantas mostraron sintomas de amarillamiento,
las hojas del cogollo con marchitamiento y contraccidn de tejidos, al quinto dia las
pencas intermedias de la planta se observé lesiones amarillentas volviéndose de
color café en forma de franjas verticales, los sintomas avanzaron lentamente,
manteniéndose las manchas rojizas las que se volvieron de color café y a su vez
se acentu6 el marchitamiento del cogolio, las pencas mas viejas no presentan
ningun sintoma, al décimo dia las manchas color café se tienen son méé oscuras
y las lesiones del cogollo son mas notorias inicia a secarse; al décimo segundo
dia el 100% de las plantas presentan pudriciéon del cogollo atipica y solo el 2%
con dafio severo, 50% con dafio en la parte superior del cogollo y en la base del
cogollo, el resto 3% sin presentar ablandamiento en la base, solo se observo
amarillamiento en la parte media del cogollo, las plantas presentan
encarrujamiento y un tono verde cenizo, solo 10% tiene diminutas manchas
amarillas (1 a 2 mm) en la pifia de la planta, al décimo séptimo dia, las pencas se
tornaron de color verde cenizo y el avance de los dafios fue lento, las lesiones en
la bese del cogollo son secas de tal manera que al moverlas se escucha un

crujido, ninguna planta tiene sintomas de lesiones blandas, (fig. 9).
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Figura 9. Tratamiento3, a) pudricion no blanda en Ia punta del cogollo, b) planta aparentemente
sana y cogollo con pudricién, ¢) inicio de la pudricién en la base del Cogollo des pues de 15 dias
de inoculacién, d) planta en estado de putrefaccion de piita.

En el caso del tratamiento 4, se observé una pudricién blanda en la base del
cogollo ascendiendo rapidamente hasta la punta de este, la coloracion amarillenta
en el borde de las lesiones acuosas, que fueron muy pequenas, notandose con
mayor incidencia una coloracion café cobrizo, las pencas mas tiernas se
desprendieron rapidamente hasta dejar a simple vista el centro de crecimiento de
la plantula (fig. 10). Considerando estos sintomas muy parecidos a io que se
conoce como pudricion del cogollo causado por un complejo de patégenos entre

los que se encuentra Erwinia sp.
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Figura 10.Tratamiento 4, a) sintoma al momento de quitar la camara humeda, b) y avance de
sintomas del cogollo en forma ascendente, ¢) dafo irreversibie en el cogollo, pudrici6n total.
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' Humedad relativa y temperatura, con respecté al comportamiento de la
infeccién en la segunda fase de inoculacién en el T4. (graficas 3y 4)

I

T4 Humedad Relativa (HR)

120 120
100 1o-& - = oo 0o 8t oo oo =—e—=l 100
L 4
80 80
—a— HR max
E 80 60 —a— HR min
r/\ —e— % de enformedad
a A 40

40 ) f\‘r/\*\.ﬁ_./\/\/\/ \/\/\

20

20

vvvvvvvvvvvvv

1 3 5 7 =] 11 13 15 17 19 21 23
Tiempo (dias)

Grafica. 3. T4 Humedad Relativa (HR).

2

Variabilidad en la primera etapa de evaluacion, notando algunos picos en la
HR minima, inicio de inoculacién y dias evaluados con cambio significativo en los
sintomas de las plantas, ¢ % de avancé del patégeno inoculado.

T4 Temperatura °C
50 120
45
40 RN - ./\ -/./_ . . T 100
35 - LN L N +
\/ - <+ -—a 1 80
E 30 —=a— Tem max
F 25 80 —a—Tem min
b3 20 —e— % enfermedad
15 fatar s et o ST SRR
10 1 20
5
[0} R B S B o ISR S e s s S S Ao o]
1 3 5 7 2 1 13 15 17 19 21 23
tiempo (dias)

Grafica 4. T4 Temperatura °C.

Temperaturas con poca variacion térmica, ¢ avancé del patogeno
inoculado, Dias evaluados con cambio significativo en los sintomas de las plantas

a evaluar.
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En el tratamiento 5 los sintomas que se observaron fueron, costras
pequefias de color paja y en forma de estrias en las pencas intermedias de la
plantula, siendo estas muy similares a las mismas lesiones del tratamiento 2,
consistiendo en lo siguiente; los hijuelos cambiaron de un verde azul a uno mas
palido hasta llegar gradualmente a un verde pardo, presentd aglomeraciones de
manchas en la parte basal de las pencas, se mostré un encarrujamiento del tejido
en forma de estria verticales, las plantas presentan clorosis amarillentas con
algunas tonalidades café oscuras con hundimiento en el tejido, sin embargo esta
pudricion no corresponde al dafo tipico de pudricion del cogollo, en el centro de
estas manchas se nota una coloracién rojiza, lo mas notorio en las’ lesiones
amarillentas se vuelven totalmente rojizas oscuras con apariencia acuosa al inicio
y volviéndose rigida. Hay que sefalar que a diferencia del tratamiento 2
adicionalmente se observd un notorio desprendimiento de la pifia en la parte
basal de la planta en el 50% de las plantas y el avance de la pudricion en el

cogollo fue lento. (fig. 11).
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Figura 11. Tratamiento 5, a) lesiones como pequefios cancros y sintomas de encarrujamiento, b)
avance de la pudricion completa en el cogollo, lesiones rojizas en las hojas secundarias, ¢) cogoilo
y base de pifia totalmente con pudricién severa. , planta facilmente desprendible, d) pudricion en
la base del cogollo y costras color paja en las hojas secundarias.
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En la figura 12 se observan el desarrollo fisiologico de los 5 tratamientos después de 40
dias de inoculados por segunda ocasion.

Ay *- \sig.

Figura 12: Comparativo visual al termino de la etapa experimental en la segunda fase de
inoculacién de izquierda a derecha tratamiento 1 al 5.
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5. CONCLUSIONES

e De acuerdo con la descripcién de los dafios de cada uno de los
tratamientos, se descarta la hipétesis de que anillo rojo es provocado
por una bacteria del genero Erwinia puesto que el estudio indica que
Anillo rojo es por causa del hongo de género Aspergillus sp.

e No se determind las condiciones optimas a las cuales se favorece la
presencia de los patégenos descritos, sin embargo las caracteristicas
Unicas de la zona centro del estado de Jalisco favorece la propagaciéon
de anillo rojo.

e El tratamiento dos que consiste en la cepa del hongo identificado del
genero Aspergillus sp., mostrd una sintomatologia parecida a la de
Anillo rojo lo que sugiere que este pueda ser el causante de
enfermedad.

e En los tratamientos 4 y 5 los sintomas se presentaron con mayor
rapidez, por lo que el efecto de las bacterias es el mas rapido y
devastador.

J Elﬁ abuso en la aplicacibn de agrogquimicos esta relacionado en
trastornos metabdlicos, fisicos y quimicos lo que facilita la penetracién

de los patdgenos a las plantas y causan enfermedades.
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