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Resumen

Los magueyes 0 agaves, son plantas endémicas de gran importancia en México; pais considerado
como centro de origen y diversificacion del género. En el Estado de Hidalgo, el agave es
ampliamente aprovechado debido a sus multiples servicios agroecolégicos y por sus derivados.
Actualmente, el maguey se ve afectado por la negrilla o viruela, una enfermedad que se presenta en
las hojas y se caracteriza por la aparicion de manchas foliares de color negro.

Con la finalidad de identificar el agente patogénico causante de dicha enfermedad, se aislaron
hongos de las zonas infectadas por la negrilla en hojas de A. salmiana. Las cepas puras fueron
evaluadas a nivel micro y macroscopico; se identificé al hongo fitopatdgeno del género Bipolaris
como posible agente causal de dicha enfermedad. El estudio también incluy6 la identificacion a
nivel molecular del hongo, se secuencié el gen ribosomal 18S y se obtuvo un 99.78% de identidad
con Bipolaris zeae.

En el presente trabajo se evalud la actividad antifungica de las nanoparticulas de plata, con un
posible efecto inhibitorio contra el agente fitopatogeno causante de la enfermedad “negrilla”.
Inicialmente, se realizaron experimentos in vitro en los cuales se adiciono nanoparticulas de plata
en un medio acuoso, a concentraciones de 0, 10, 30 y 45 ppm, posteriormente se inoculo el medio
de crecimiento con el hongo aislado. Los resultados demostraron una alta susceptibilidad del hongo
hacia las nanoparticulas. El efecto inhibitorio también fue corroborado en experimentos in vivo, los
cuales incluyeron tratamientos preventivos o correctivos. En ambos tratamientos se observé un
efecto dosis-respuesta, en el que a mayor concentracion se presentaron los menores indices de
incidencia y severidad.



1. Introduccion

Los magueyes o agaves, pertenecen a la familia de las Asparagaceaes, son plantas perennes,
herbaceas o arbustivas; con bulbo o rizoma; sus hojas gruesas, carnosas, fibrosas y con bordes
espinosos dispuestas en forma de rosetas. Presentan flores hermafroditas, la inflorescencia en
racimo (umbelas) son espigas o paniculas con bracteas grandes en la base, el tubo del perianto es
corto con seis estambres en la base de los segmentos o sobre el tubo (Garcia-Mendoza, 2007).

1.1. Descripcion taxondmica del agave

El género agave, identificado por Carlos Linneo en 1753, pertenece a la familia Asparagaceae y
subfamilia Agavoideae (Tabla 1; APG Ill, 2009; APG 1V, 2016; TROPICQOS, 2022; NYBG, 2022);
y se divide en dos subgéneros: Littaea y Agave (Gentry, 1982). El continente americano alberga
aproximadamente 273 especies, de las cuales el 75% se encuentran distribuidas en México. Se
estima que el 55% de las especies de agaves son endémicas de México (Granados, 1993; lllsey et
al., 2005), siendo considerado como centro de origen y diversificacion de este género (Nobel, 1988;
Garcia-Mendoza, 2007; Garcia-Herrera et al., 2010).

Tabla 1. Categoria taxondmica del agave

Reino Plantae

Division Mangnoliophyta

Clase Liliopsida

Orden Liliales

Familia Asparagaceae

Subfamilia Agavoideae

Tribu Agaveae

Género Agave L.

Especie salmiana (Otto ex Salm-Dyck)

1.2. Morfologia general del agave

Los agaves son plantas que viven por periodos que fluctdan entre los 8 y 25 afios, constan de una
raiz fibrosa y exuberante que se combina con rizomas, tallos subterrdneos que crecen cerca de la
superficie de la tierra, desarrollan una yema que después de 2 o 3 afios producira un hijuelo (Fig. 1;
Gurrola, 2002).

El &pice de los tallos puede ser corto, desde centimetros, o largo y erecto, con hasta tres metros de
altura. En varias especies, el tallo se dobla hacia el sustrato quedando cubierto por hojas o pencas
que imposibilitan su visualizacion. Las hojas o pencas van desde tonos verdes a azulados;
usualmente son suculentas, fibrosas, carnosas y de forma ovada, lineal o lanceolada, dispuestas en
espiral formando una roseta, esta disposicion disminuye el calentamiento de la lamina foliar debido
a la sombra que se genera. Las pencas mantienen la rigidez durante los periodos de pérdida de agua
gracias al abundante desarrollo de fibras en los tejidos, evitando que se deformen, funcion
complementada con la presencia espinas en los margenes de la hoja (Garcia-Mendoza, 2007).




La mayoria de los agaves son monocarpicos multianuales, florecen una vez en su vida y
posteriormente mueren. La edad de la floracion depende de la especie o variedad; por ejemplo, en
los magueyes cultivados, la floracion regularmente se presenta entre los 8 y12 afios (Martinez,
2003). Al llegar a la floracion de la yema central de la planta o cogollo (meyolote), cominmente
conocido como “pina”, se desarrolla un escapo floral de apariencia espigada llamado “quiote” cuya
altura llega a superar los 5 m; este tallo floral contiene una inflorescencia. El estilo de inflorescencia
separa el género en dos subgéneros: Littaea, donde la inflorescencia es espiciforme o rara vez en
racimo, y agave, donde la inflorescencia es una panicula (Gentry, 1982). Las flores se encuentran en
agregados umbelados protandricos; es decir, los estambres se desarrollan antes que los carpelos,
presentan un ovario efimero, seis pétalos, seis estambres largos junto al estilo y en la base del tubo
se encuentran tres nectarios. La dehiscencia (apertura floral) ocurre durante la noche, fuera de este
tiempo las suturas de las anteras permanecen cerradas y el polen no es viable, por lo que usualmente
los polinizadores realizan la extraccion del polen en horas nocturnas (Granados, 1993). Después de
la polinizacion el ovario desarrolla una céapsula seca persistente que contiene varias semillas
triangulares de aproximadamente 5 a 8 mm. El fruto es una cépsula lefiosa seca trilocular y el
sistema de la raiz es fibroso (Robert et al., 1992; Granados, 1993).

. Escapo
floral
O quiote

Figura 1. Morfologia del agave.
Fuente: Gallardo, 2017.

1.3. Fisiologia general del agave

Los agaves son considerados plantas xerofitas, por su adaptacion a vivir en condiciones climaticas
desfavorables. Presentan un metabolismo &cido crasuldceo, CAM por sus siglas en inglés
(Crassulacean Acid Metabolism). Las plantas CAM presentan la fotosintesis en dos fases (oscura 'y
luminosa). La primera fase inicia cominmente por la noche, la planta fija el CO, atmosférico a
partir de la apertura estomatica y rompimiento de carbohidratos en las células del mesdfilo, por la
reaccion del fosfoenolpiruvato (PEP) con la enzima citos6lica fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC) que da como resultado oxoalacetato, mismo que se reduce a malato y se almacena en la
gran vacuola central de las células del clorénquima, produciendo una acidificacion (Winter y Smith,
1996; Magos et al., 2016). Durante la segunda fase conocida como fase luminosa, los estomas se



cierran para evitar la pérdida de agua y entrada de CO,, consecuentemente se produce una
desacidificacion debido a la liberacién de forma pasiva del malato que se encontraba en la vacuola,
mismo que por descarboxilacion conduce a la formacion de acido pirdvico (compuesto de tres
carbonos) debido al fosfoenolpiruvato, PEP por sus siglas en inglés, (phosphoenolpyruvate) y
liberacion del CO., el cual serd reasimilado por la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCO), seguido por el ciclo de Calvin-Benson, con regeneracion de carbohidratos almacenados
principalmente a partir de piruvato y PEP en la gluconeogénesis (Winter y Smith, 1996).

1.4. Reproduccion del agave

Este grupo es monocarpico, los individuos mueren después de la floracidn y produccion de frutos.
Su propagacion puede ser via sexual y asexual; la segunda es la forma mas comin para la
produccién masiva del maguey (Garcia, 2007).

1.4.1. Reproduccioén sexual

La reproducciéon sexual ocurre cuando la planta alcanza su madurez fisiologica, entonces el
pedunculo floral llamado quiote desarrollara flores, las inflorescencias paniculadas cominmente
son polinizadas por murciélagos nectarivoros, contrario a las inflorescencias espigadas en las que el
proceso se efectla por insectos diurnos o nocturnos. El resultado del proceso de polinizacion
permite que la planta genere semillas, que son dispersadas por el viento, aves, animales o al caer del
pedunculo (Garcia-Mendoza, 2007; Gallardo y Solis, 2019).

En la produccién de cultivos mediante reproduccién sexual, se seleccionan plantas vigorosas y
sanas. Una vez completo su ciclo bioldgico, las semillas se recolectan para germinarlas en
almacigos, alli se les proporcionan los nutrientes necesarios y una vez que emergen las plantulas
son trasladadas al campo para posteriormente ser sembradas de forma directa (Gallardo y Solis,
2019).

1.4.2. Reproduccion asexual

La reproduccién asexual es la mas comun en agaves, consiste en la produccion de clones en la base
de la roseta o en la inflorescencia. Los hijuelos o estolones crecen a través del rizoma (tallo
horizontal y subterraneo de la planta madre), producen raices y secuencialmente crecen de manera
independiente. Los hijuelos intrafoliares se originan entre las hojas de la roseta y se desarrollan
cuando se desprenden de la planta madre. Cuando emergen en la inflorescencia brotando por medio
de yemas se llaman bulbillos y si lo hacen por medio de escapo floral (quiote) o en la cabeza del
agave (rametos) son cosechados y tratados de la misma manera que las plantulas obtenidas por
germinacion de semillas (Gentry, 1982; Garcia-Mendoza, 2007; Gallardo y Solis, 2019).

1.5. Agave salmiana

Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck, conocido como “maguey manso”, es una planta endémica de
México que se distribuye en los estados de México, Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, entre otros. Es una
especie monocotileddnea, robusta con raiz fibrosa, tallo pequefio y grueso, hojas verdes a grisiceas,
carnosas, con apice color verde oscuro, espinas marginales, espina terminal de 5 a 8.5 cm de largo.



Las hojas o pencas, pueden ser lanceoladas, dispuestas en forma de roseta; del dpice central surgira
un quiote que daré lugar a inflorescencias paniculadas y semillas negras triloculares (Granados,
1993; Rangel y Galvan, 1992). La especie se establece desde los 1,200 hasta los 2,460 m sobre el
nivel del mar (msnm), requiere temperaturas medias anuales de 13 a 18 °C, con una maxima de 42
°C y minima de —9 °C. Las precipitaciones de la zona de crecimiento van de los 200 a los 400 mm
anuales. Los magueyes requieren ser establecidos en areas donde obtengan bastante luz, en suelos
con profundidades mayores a 50 cm, con textura franco arcillosos o areno-limoso, bien drenados y
con pH de 7.3 a 8.0 en zonas de lomerios y planicies (Nieto-Aquino et al., 2016).

A. salmiana es una de las especies que mayormente se utiliza en la produccién de pulgue en
México, sus caracteristicas y propiedades son ampliamente explotados para la obtencion de diversos
productos y subproductos.

1.5.1. Variedades de A. salmiana
A. salmiana var subsp. crassispina

A. salmiana var. subsp. crassispina presenta una altura de entre 80 y 120 cm de altura, sus hojas son
elipticas o ensiformes de 70 a 100 cm de largo con margenes corneos en los apices, el resto de la
hoja es dentada con separaciones entre si de 2 a 4 cm, el apice es acuminado y la espina terminal es
subulada, mientras que la inflorescencia es paniculada con flores amarillas y bracteas de la
inflorescencia carnosas con tonalidad verde (Gentry, 1982).

A. salmiana var. ferox

La planta alcanza su edad adulta aproximadamente a los 12 afios, esta variedad de apariencia
robusta puede llegar a tener hasta 70 hojas que llegan a medir 80 cm de ancho y 2 m de largo; sus
espinas laterales son pequefias, usualmente con separacion entre si de 3 a 6 cm, mientras que la
espina terminal es alargada y delgada. La variedad llega a producir de 3 a 8 hijuelos, se desarrolla
principalmente entre los 2,300 y 3,000 msnm en climas semiaridos y templados (Nieto-Aquino, et
al., 2016).

A. salmiana var. salmiana

El color de la planta es verde ambar, presenta hojas rectas y angostas que pueden medir hasta 35 cm
de ancho y hasta 2 m de largo en su edad adulta; sus espinas son laterales rectas distantes en 1 a 3
cm, llegando a medir hasta 2 cm de largo, en promedio produce de 25 a 45 hijuelos. Se encuentra en
climas semiaridos y templados, en suelos pedregosos y arcillosos entre los 2,000 y 2,500 msnm
(Nieto-Aquino, et al., 2016).

A. salmiana var. subsp. tehuacanensis

Presenta de 20 a 30 hojas por roseta de 50 a 70 cm largo, ampliamente oblanceoladas a espatuladas,
erectas a recurvadas y concavas hacia la parte media, el apice es corto-acuminado, las pencas
presentan dientes con distancias entre si de 2 a 4 cm, la espina terminal es de 1 a 3 cm de largo; las
flores tienen estambres con filamentos de 5 a 7 cm largo, capsulas oblongas, rostradas, lefiosas y sus
semillas son triangulares de tonalidad negra (Gentry, 1982).



Cabe mencionar que las especies descritas en la tabla 2 (Gentry, 1982; Gonzélez, 2005; Nieto-
Aquino, et al., 2016), solo son algunas de las diferentes variedades de A. salmiana presentes en el
estado de Hidalgo, existen otras tales como A. salmiana var. angustifolia, A. salmiana var.

cochlearis, A. salmiana var. gracilispina o A. salmiana var. recurvata (TROPICOS, 2022).

Tabla 2. Variedades de Agave salmiana

A. salmiana var | A.salmianavar. | A. salmiana var. | A.salmiana var.
subsp. Crassispina ferox salmiana subsp.
tehuacanensis
Altura de | 80a150 100 a 150 130 a 180 200 a 300
la planta
(cm)
Numero de | 10a20 NR 20a40 20a30
hojas
Ancho de | 12a18 24 227 22 a26 30a40
hoja (cm)
Largo de | 70a100 70290 100 a 120 50a70
hoja (cm)
Forma de | Elipticas o0 | Elipticas Lanceoladas, Oblanceoladas a
hoja ensiformes elipticas, rigidas, | espatuladas,
lisas, verde | erectas a
oscuro o glauco recurvadas y
cdéncavas en parte
media
Apices Sigmoidal, Sigmoidal con | Sigmoidal con | Cortos y
largamente margenes cdrneos | margenes corneos | acuminados
acuminado con|dela2mmde|de color -café
margenes corneos | ancho, 0oscuro, café
fuertemente grisiceo o café
crenados rojizo
Espina Subulada, de 6 a 8 | Subulada de 6 cm, | Subulada de 5 a 6 | 1a 3 cm de largo
terminal cm rigida de color | cm
café rojizo, de 23
a 25 cm de largo
Espinas Deltoides 0 | Deltoides 0 | Deltoides con | Distancias entre si
marginales | triangulares con | triangulares bases anchas y |de2a4cm
bases anchas, rectos | rectos a curvados | apices rectos,
0 curvos hacia bajo, | hacia bajo, | curvados
separados entre si 2 | separados entre si | separados entre si
adcm 2a4.5cm 2abcm
Flores 6 a 8cm de largo, | 65 a 75 cm de |8 a 11 cm de | Amarillas 0
amarillas largo, amarillas o | largo, amarillas o | verdes
verdes verdes
Namero de | NR 3a8 25a45 NR
hijuelos

NR: No reportado.




1.5.2. Servicios ambientales que ofrece el cultivo de A. salmiana

Los servicios ambientales que ofrece el agave son diversos, entre ellos el mantenimiento de la
fertilidad del suelo, reduccion de la erosion mediante el aporte de material organico al suelo,
reciclaje de nutrientes, conservacién del agua al favorecer la infiltracién, captura de carbono,
conservacion de la biodiversidad en paisajes fragmentados, entre otros (Beer, 2003).

Por su sistema radicular y morfologia en terrazas y zanjas contribuye a retener agua y alimentar los
mantos freaticos. Debido a la cantidad de biomasa que posee, tiene la capacidad de almacenar agua,
ademas de contribuir con la captacion de CO,, gracias a su metabolismo tipo CAM (Narvéez et al.,
2016).

No solo es util para delimitar terrenos, sino también constituye por si mismo una cerca viva que
protege de plagas y vientos, ademas de ser eficiente para formar suelo agricola (Ruvalcaba, 1983).
Normalmente entre magueyes crecen arboles frutales, nopal y otras especies de arboles o plantas de
interés, generando sistemas agroforestales. La NOM-007-REC-NAT-1997 reconoce al maguey
como un recurso forestal no maderable y establece los procedimientos, criterios y especificaciones
para realizar el aprovechamiento, transporte y almacenamiento de ramas, hojas o pencas, flores,
frutos y semillas (Narvéez et al., 2016).

El agave es capaz de atraer animales e insectos gque son benéficos para los cultivos, por ejemplo,
abejas, colibries, avispas, palomillas y murciélagos, éstos ultimos desempefian un papel en la
polinizacion y control de las poblaciones de insectos y algunos roedores (Beer, 2003).

1.5.3. Explotacion comercial de la plantay derivados de A. salmiana
1.5.3.1. Historia de la explotacion de Agave salmiana

El maguey denominado como “arbol de las maravillas” por José Acosta en el afio de 1590 (Becerra,
1988), ha sido una planta ampliamente aprovechada desde tiempos muy antiguos como fuente de
alimento, vestido, uso religioso, ornato, muebles, herramientas, medicina, construccion,
gastronomia que incluye bebidas, entre otros. Existen indicios de la coexistencia del hombre
mesoamericano y los magueyes desde hace 10,000 - 8,000 afios a. C. (Mora-Lépez et al., 2011)
como lo atestiguan restos de hojas mascadas y fibras encontradas en cuevas de Coahuila y el Valle
de Teotihuacan (Garcia, 1992).

En México, la agricultura prehispanica practicaba rotacién de cultivos para el manejo y la
conservacion del suelo, los sistemas agricolas de magueyes en terrazas con pendiente permitian la
conservacion del agua y evitaban la erosién del suelo, se empleaban como cercas vivas, ademas de
que proporcionaban una gran diversidad de productos de importancia para las familias (Garcia,
1992).

El codice Florentino de la época colonial ilustra como se sembraba el maguey a la llegada de los
esparioles a México (Parsons y Parsons, 1990). Metl en ndhuatl era el nombre genérico con el que se
referian a los agaves, mismos que los espafioles llamaron maguey. El octli o pulque era la bebida
sagrada de los indigenas, degustada principalmente en fiestas o ritos (Corcuera, 2013). El pulque se



deriva de poliuhqui, voz indigena que significa vino descompuesto o de mala calidad, el cual no era
apto para beberse.

El pulque se consideraba desde nuestros ancestros como una bebida reservada Unicamente para
dioses, reyes, sacerdotes y guerreros. El origen mitologico descrito en el texto antiguo de origen
nahuatl “Histoire du Mexique” relata que la diosa Mayahuel, quien vivia en el cielo junto a su
abuela tzitzimitl y sus hermanas las tzitzimime, poseia una planta magica capaz de dar alegria a los
seres humanos. Los dioses, al tener conocimiento de los poderes de la planta le encomiendan al dios
del viento, Ehécatl, la mision de traerla consigo para el disfrute de todos los hombres. Durante su
travesia, el dios del viento convence a Mayahuel de escapar del cielo, sin autorizacién de la abuela,
y partir juntos hacia la tierra. La abuela tzitzimit, al enterarse de la huida de su nieta, envia a las
tzitzimime para matarlos. Durante la persecucién, Mayahuel decide cambiar la forma de ambos por
la de la planta magica para evitar la mision encomendada a las hermanas; sin embargo, al resaltar la
belleza Unica de Mayahuel de entre todas las plantas, es identificada rapidamente por las tzitzimime,
quienes la destrozan completamente. Ehécatl, quien logra sobrevivir y retornar a su forma original,
toma los restos de Mayahuel y los siembra en la tierra. Es asi como con el paso del tiempo, resurge
nuevamente la planta magica, sin que Mayahuel recobre nunca su forma original, quedando para
siempre como el sagrado maguey o agave (Olivier, 2012).

Este, junto con otros mitos, fueron considerados por los pueblos del México antiguo como factores
importantes en la ingesta del pulque, mismo que solo podia ser degustado por el pueblo durante
fiestas y ritos. Sin embargo, después de la conquista, el maguey pulquero pasé de convertirse en un
cultivo de aprovechamiento limitado a ser ampliamente explotado por las élites dominantes de la
Nueva Espafia, cobr6 importancia comercial hasta la consolidacion de las haciendas durante los
siglos XVIII y XIX (Castro, 2006). Durante el periodo del Porfiriato, con la aparicion del
ferrocarril, el pulque pudo distribuirse mayoritariamente, permitiendo asi el surgimiento de la
“industria pulquera” como por ejemplo la Compafiia Expendedora de Pulques S.A., que agrup6
hacendados y empresarios de la Ciudad de México, Hidalgo, Tlaxcala y el Estado de México,
siendo el mas poderoso, el encabezado por Ignacio Torres, conocido como “el rey del pulque”
(Ramirez, 2000). No obstante, durante esta misma etapa comenzaron las famosas campafias
antialcohdlicas que continuaron durante la Revolucion Mexicana, afectando vias de los ferrocarriles
que distribuian a la ciudad de México (principal centro consumidor del pulque) logrando asi poner
en jaque a la industria pulquera, esto debido a que el gobierno carrancista vinculaba a la aristocracia
pulquera con el régimen porfirista (Madrigal et al., 2014). Al consolidarse la reforma agraria en
1930 y disolver las haciendas, los cultivos de maguey comenzaron a abandonarse. Por si fuera poco,
durante la década de 1960 surgio la industria cervecera que esparcié mitos del maguey, generando
una focalizacion del poco manejo inocuo de la planta, llevando asi al colapso a la industria pulquera
a principios de 1970, siendo los estados de Hidalgo, México y Tlaxcala los méas afectados por la
reduccién de mas del 60 % de la produccion de maguey (Rocio y Garcia, 2000).

1.5.3.2. Productos comerciales no gastronémicos de A. salmiana

A. salmiana es una planta con la que se obtienen varios productos, desde tiempos prehispanicos
hasta la actualidad, los tallos se han aprovechado como madera. Las pencas frescas se ocupan como
platos, mientras que las secas para cubrir techos o paredes formando jacales y asi ser canales



conductores de agua. Las pencas también sirven para calentar los alimentos en los hogares a través
de su combustion, ya que contienen materiales ricos en lignina presentes en paredes celulares, que
tiene propiedades energéticas parecidas a los combustibles sdlidos (Ruvalcaba, 1983; Fournier y
Mondragdn 2007).

Las puas se utilizan como agujas para cerrar los costales, como clavos y para atrapar animales
ponzofiosos. El quiote se utiliza para la elaboracidén de un instrumento musical prehispanico y las
semillas se usan como adornos corporales y juguetes (Ruvalcaba, 1983). Los frutos del maguey o
capsulas son perforados y colocados a manera de collar. De la fibra natural del corazon del maguey
llamada ixtle, se manufacturan sandalias, cepillos, artesanias, telas para la elaboracion de mantas,
huipiles, cordones, zapatos y estropajos que ayudan a la exfoliacion de la piel, entre otros derivados
como bolsas, tapetes, canastas, morrales, zarapes, manteles, costales y collares (Narvaez, et al.,
2016). Una vez seca, la pifia puede utilizarse como combustible, maceta y para elaborar
instrumentos musicales (Narvaez et al., 2016).

El uso del maguey como forraje puede ser muy variado, desde la planta completa, quiotes
inmaduros, pifia cruda o meyolote, pencas de las podas y bagazo de la raspa. Después de que se
raspa el meyolote o pifia del maguey y se extrae el aguamiel, queda un residuo gelatinoso-
transparente llamado “sarro” y el “metzal” (fibra) que sirven como abono o alimento para los
animales. En caso de las hojas se les retiran las espinas y posteriormente se pican para evitar que los
animales ingieran fragmentos muy grandes que los puedan asfixiar. La pifia del maguey o meyolote
se utiliza al final como bebedero o comedero para los animales. EIl quiote se emplea en vigas y
castillos para la construccion de techos, paredes y corrales (Hernandez, 1959; Narvaez et al., 2016).

La inulina es también un subproducto que se obtiene de la cabeza, hojas o pifia seca del agave. Al
ser un prebidtico estimula el crecimiento de las bifidobacterias (probiéticos), huéspedes naturales
del intestino animal y humano que benefician al hospedero, al incrementar la absorcion de
minerales como calcio, hierro y fosforo, estimular el sistema inmunitario, ayudar en la sintesis de
vitaminas y por su actividad inhibitoria de patogenos intestinales (Mitsuoka, 1982; Schrezenmeir y
M. de Vrese, 2001). La inulina de agave consiste en polimero de fructosas del tipo inulina-levano,
unidas por enlaces -2,1 y B-2,6 con ramificaciones y glucosas terminales (Lopez et al., 2003; Cruz,
2008) Es un hidrato de carbono de reserva, presente en muchos vegetales, frutas y cereales
(Madrigaly Sangronis, 2007). Montafiez-Soto et al. (2011) estiman que las agavaceas mexicanas
tienen en base seca un promedio de 31.5% de inulina y recientemente encontraron en A. tequilana
weber azul un alto contenido en fibra soluble de inulina, 43.24% en la cabeza del agave y menores
en la punta y base de las hojas, 2.25% y 24.52% respectivamente.

1.5.3.3. Productos comerciales gastronémicos o derivados de A. salmiana
Uso de pencas

La barbacoa es un platillo elaborado a base de carne de ganado bovino, ovino o caprino; ademas de
chile y especies. Su elaboracién implica un proceso meticuloso en el que se espera 10 h, las
primeras cuatro se destinan a calentar el hoyo con la introduccion de lefia de madera maciza,
usualmente de mezquite y piedras, éste es avivado mediante una bomba de aire y concentrado con
placas metélicas en la entrada con el fin de caldear los tabiques del interior del horno en poco



tiempo. Una vez caliente se introduce la olla para el consomé, encima una rejilla y en la parte
superior a la barbacoa, la cual desprendera jugo gue caerd en el consomé y enriquecera su sabor
(Aguilar et al., 2014). Las hojas viejas (ubicadas en la parte basal de la planta) se cortan y se les
retiran todas las espinas de los bordes y del apice, éstas deben asarse para que la cuticula desprenda
el sabor caracteristico.

En la gastronomia, las pencas tostadas son consumidas como dulce, no se mastican, solo se chupan,
también se utilizan para la elaboracion del mixiote, especialmente en municipios de Hidalgo, tal es
el caso de Apan. El mixiote es un platillo prehispanico originario de zonas centro del pais,
actualmente se preparan con carne enchilada de borrego cocida al vapor, marinado a base de chiles
secos con verduras y envuelta en una pelicula que se desprende de la penca del maguey pulquero
(A. salmiana). Esta pelicula recibe el nombre de mixiote y a ella debe el nombre del platillo
(Carrefio et al., 2013).

Uso de las flores

Cuando el agave alcanza la edad de entrel2 y 15 afios, el pedunculo de la inflorescencia o quiote
emerge y llega a alcanzar hasta 12 m de altura, en la punta se dan los “gualumbos” o flores de
maguey, éstos inicialmente presentan un color verde y posteriormente se tornan de un color
amarillento y su sabor es amargo. Cuando los gualumbos son de color verde y se encuentran ain en
botdn, se hierven o se tateman, retirando el pistilo y los estambres para su posterior preparacion. En
lugares como Hidalgo, Puebla o Morelos se consumen fritas, en quesadillas, tatemadas con huevo o
a la mexicana (Granados, 1993; Nobel, 1998; Vasquez, 2006).

Uso de la pifia

Del pulgue y aguamiel se pueden elaborar platillos como atoles, tamales y pan. El aguamiel
deshidratado produce una miel de alto valor nutritivo que se puede utilizar para preparar
mermeladas, galletas, atoles, agua de sabores y articulos para el cuidado de la piel (Aguilar et al.,
2014).

El agave tarda de 8 a 15 afios para alcanzar la etapa de madurez y poder ser aprovechado
ampliamente por los agricultores. Para que el maguey pueda ser capado tiene que estar al “hilo”,
que es cuando las hojas que cubren al meyolote o cogollo cominmente llamado “pifia” se hacen
mas delgadas, para ello se busca la cara (area donde tiene menor cantidad de pencas), se abre la
puerta o capa en forma de triangulo, se retiran de 3 a 4 pencas, y una vez descubierto el corazén, se
hace un corte horizontal profundo con cuchillo con la finalidad de retirar el tronco sin lastimar las
pencas que lo rodean, evitando que nazca el quiote o pedinculo de la inflorescencia. La siguiente
parte del proceso se realiza con un “partidor”, herramienta en forma de barreta que ayuda a devastar
el tronco con la punta afilada, se retira cualquier residuo de las pencas del corazon y del quiote.
Posteriormente los agricultores lo cubren con una piedra y lo dejan afiejar o como comunmente lo
llaman “amacizar” ya que mientras mas sea el tiempo de espera la calidad sera mejor y de ésta
dependeran los grados de alcohol que contenga el aguamiel. Transcurrido el periodo de afiejamiento
se pica y se dejan restos de las pencas en el centro de la planta para después iniciar a raspar. Si se
raspa una sola vez el producto se hace ligeramente amargo, para evitar esto se realizan cortes dos
veces al dia, en la mafiana y en la tarde, durante cinco meses para abrir los poros de la planta
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generando un liquido dulce y ligeramente astringente llamado aguamiel que, con ayuda de la
cuchara llamada “ocaxtle ” o raspador (Fig. 2), se retira el metzal y se extrae el aguamiel con ayuda
de los guajes o acocotes (Aguilar et al., 2014).

Figura 2. Raspador, herramienta para realizar el capado, Epazoyucan, Hidalgo.
Fuente: Autoria propia.

El aguamiel extraido por los tlachiqueros se lleva a un contenedor, el cual se alimenta
constantemente con el aguamiel extraido a diario. El proceso de fermentacion se lleva a cabo
gracias a los microorganismos nativos como levaduras, bacterias lacticas, bacterias productoras de
etanol que se encuentran en el aguamiel. Estos microorganismos transforman de manera natural
parte de los azUcares presentes en el aguamiel; sin embargo, el proceso se acelera por la adicion de
un indculo iniciador llamado “semilla” (1a semilla serd el liquido color café claro que se asentara en
la base del contenedor y el pulque sera la sustancia blanquecina superficial del contenedor) (Brefia
et al., 2010). Los pequefios productores compran su semilla (pulque ya fermentado) y la utilizan
como acelerador de la fermentacion, esta semilla la conservan en vitroleros y se adiciona un 50% de
aguamiel para ser fermentada. Por ejemplo, si son 10 L de semilla se agregan 5 L de aguamiel,
aunque hay productores que sélo adicionan el 20% de aguamiel. Esta semilla se cambia cada mes.
El tiempo de fermentacién puede durar de 12 a 48 h a 25 °C, cuidando que los recipientes no tengan
ninguna sustancia (detergentes, perfumes, desinfectantes, entre otros) que inhiba a los
microorganismos mesofilicos (Hernandez, 2012).

Para acelerar la fermentacion de aguamiel a pulque, se utilizan cepas de Saccharomyces cerevisiae,
Zymomonas mobilis, Lactobacillus y Leuconosto mesenteroides que le dan un aspecto blanco
lechoso al pulque, condicién para pasarlo a los tinacales hechos de fibra de vidrio (Fig. 3), en los
cuales se deja reposar de 8 a 20 dias, para su posterior comercializacion (Aguilar et al., 2014). El
tiempo depende de la rapidez de fermentacion y de las caracteristicas organolépticas deseadas.
Anteriormente los tinacales eran de cuero de res, hoy en dia son de fibra de vidrio.
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Figura 3. Extraccion y fermentacién de agua miel.
A) Metzal, B) Tinacales, Epazoyucan, Hidalgo.
Fuente: Autoria propia.

Aprovechamiento culinario de plagas de A. salmiana

Los productores de los llanos de Apan aprovechan del maguey algunos tipos de insectos: los
chinicuiles (Comadia redtenbacheri), los gusanos blancos, (Acentrocneme hesperiaris W.) y los
escamoles (Liometopum apiculatum M.), estos gusanos se comercializan en fresco y congelado,
para el caso del gusano rojo también asado. EI maguey es un hospedero indispensable para el ciclo
de vida y habitat necesario de las especies de insectos citados (Luna, 2012).

En ndhuatl chinicuil proviene de chilocuilin 0 “gusano de chile”, éste se prepara tostado y se
acompafia con diferentes salsas o chile molido, limén y sal, también se consumen vivos o0 en salsas
acompafiando platillos, como el filete bafiado en salsa tejoloteada de chinicuiles o procesando este
gusano en polvo para la elaboracién de dulces tradicionales de caramelo. Los chinicuiles (Comadia
redtenbacheri) provienen de la oruga de una polilla (Cossidae). A pesar de ser una plaga para el
agave, son muy valiosos en la gastronomia hidalguense por ser considerado alimento ancestral y
actualmente tipo gourmet. Para su obtencién, los agricultores dejan proliferar la plaga en los meses
de julio, agosto y septiembre; los chinicuiles atacan en temporadas lluviosas a las especies A.
angustifolia y A. salmiana, royendo tallos y hojas hasta alcanzar la parte interna. Los chinicuiles
proliferan en las raices por lo que se extrae toda la planta para escoger los ejemplares necesarios
(Dominguez-Rosales, 2009).

Los gusanos blancos son insectos en estado de larva, son la principal plaga del A. lechuguilla,
provienen de la oruga de mariposa Acentrocneme hesperiaris K. Se extraen de los magueyes que
presentan marchitamiento en las pencas, normalmente durante meses de calor (mayo —junio). Se
encuentran debajo de las pencas, en &reas cercanas al tronco y por lo regular se encuentran de 3 a 4
gusanos blancos como méaximo. Son consumidos en diversos platillos, se doran y acompafian con
limén y sal como aperitivo o en guacamole (Rodriguez et al., 2017).
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1.5.4. Manejo agronémico de plantaciones de A. salmiana
Seleccion del terreno

El maguey se desarrolla en cualquier configuracién topografica que va desde terrenos planos en
laderas 0 muy pronunciadas en terrenos pedregosos y/o rocosos. Para una plantacion de tipo
comercial se sugiere que ésta se realice en areas de uso agricola que presente buen drenaje, suelos
profundos y con caracteristicas semejantes al sitio de donde extrajo el material de plantacion
(Gonzélez, 2009; Aguilar et al., 2014).

Preparacion del terreno

La preparacién usual del terreno es entre los meses de febrero y marzo. Si se desea plantar en el
terreno definitivo dentro de las labores agricolas se aconseja el subsoleo, el cual consiste en la
fragmentacion de manera vertical de los horizontes del suelo, con ello se consigue facilitar el
drenaje del agua, evitando encharcamientos, logrando propiciar el desarrollo radicular a
profundidad del cultivo. Como segundo paso se realizan barbechos a una profundidad de 20 a 25
cm para facilitar la extension del sistema radicular de las plantas de maguey (Gonzélez 2009).

En caso del laboreo con rastra se restringe a areas de planicie y a viveros de plantacion, ya que este
se encarga de unificar la tierra, mulléndola y dejando la primera capa del suelo en terrones
pequefios que permiten el anclaje de la planta. Al final se hace el trazado de lineas donde se
trasplantaran los hijuelos (Gonzalez, 2009; Aguilar et al., 2014).

En terrenos con pendientes pronunciadas se recomienda generar curvas de nivel; para ello, se
preparan bordos a una altura considerable para captar la mayor cantidad posible de humedad y
evitar la erosion del suelo (Gonzalez, 2009).

Abonado con estiércol

El maguey es una planta que por lo regular no se le da ningin manejo; sin embargo, en caso de no
contar con nutricién o programa de fertilizacion, el area de cultivo se puede abonar con estiércol
composteado para contribuir con el aporte de nutrientes y mejorar la textura del suelo.
Aproximadamente se aplica una fertilizacion de 4 a 6 kg de estiércol por planta (Gonzalez, 2009).

Seleccién y preparacion de hijuelos

Para la seleccion de hijuelos se eligen plantas sanas que presenten buena forma de la roseta,
cogollos rectos, libres de plagas y enfermedades, mismos que se trasplantan a los 2 afios de edad, de
preferencia deben tener un tamafio uniforme para su mejor manejo. Los vastagos se separan de la
planta madre cuando alcanzan una altura minima de 28 0 30 cm (Aguilar et al., 2014).

El arranque de los hijuelos se lleva a cabo mediante una barreta con la cual se corta el rizoma que
une al hijuelo con la planta madre, este corte se hace de un solo golpe, limpio y transversal al
rizoma. Inicialmente se eliminan las hojas basales a dejar 3 0 4 de la roseta central, proceso
conocido como “despencado”, posteriormente se realiza el “babeo” que consiste en recortar raices a
1 cm de longitud para que crezcan otras nuevas (Gonzéalez, 2009).
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Escurrimiento

Una vez preparada la planta, ésta se deja cicatrizar por espacio de 15 dias a media sombra y se
establecen en vivero cuando tengan de 2 a 3 afios 0 1 m de altura. En caso de campo abierto, se
expone la planta a radiacion solar durante un periodo de uno a tres meses antes de plantarlas en el
terreno, este proceso es conocido como “escurrimiento” debido al tiempo de reposo o exposicion al
sol que estimulan la sintesis de hormonas tales como las auxinas, responsables en la generacion de
raices (Ramos-Zablah, 2004; Gonzalez, 2009).

Plantacion

Existen distintos tipos de plantaciones, asi como arreglos topoldgicos que se emplean, éstos se
seleccionan por los productores segln los espacios disponibles, areas de terrenos y fines que deseen
aplicar (Aguilar et al., 2014; Nieto-Aquino et al., 2016).

Las plantaciones tipo melgas anchas se utilizan para delimitar las parcelas, en terrenos de
pendientes de 0 a 50% y se inicia con la formacién de bordos de dimensiones de 1.5 m de base por
60 cm de cresta. La plantacion se realiza en la parte mas baja del bordo a una distancia entre plantas
de 2 m, posteriormente se entierra ain mas la planta para reforzar el bordo. ElI marco de plantacion
puede variar, en hileras anchas con una separacion de 1.5 m a 3 m y entre planta-planta, mientras
gue en otras pueden tener 2 m de distancia entre hilera—hilera (Nieto-Aquino et al., 2016).

En predios de 50 a 70% de pendiente, el disefio de la plantacién recomendable es de tres bolillos, ya
que ayuda a evitar la erosion de suelo, el trazo en forma de triangulo se marca de 3.4 y 5 m por
lado. En plantaciones con alta densidad de poblacion se requieren terrenos con escasa pendiente
(0.5%), en los cuales cominmente se emplea marco real (4 x 4 m 0 4 x 3 m), disefio que permiten
llevar a cabo las labores culturales de manera mas eficiente. Generalmente los productores asocian
los agaves con otros cultivos como cebada, alverjén, avena, haba y maiz (Gonzéalez, 2009).

El periodo de plantacién mas adecuado es de abril a junio, para aprovechar todo el ciclo de lluvias y
facilitar el establecimiento de las plantas, después de que se tiene preparado el area del terreno se
siembra manualmente con un azadén de cabo corto, posteriormente se entierra tres cuartas partes de
la pifia y se apisona la tierra alrededor de la planta para que el viento no la tumbe (Gonzalez, 2009;
Aguilar et al., 2014).

Poda y deshierbe

La poda es una de las labores que ayudan a que la planta adquiera mayor vigor con rapidez en su
crecimiento a partir de la eliminacion de hojas seniles con poca eficiencia fotosintética, por lo que
regularmente se eliminan de 3 a 4 pencas de la base del maguey. Esta actividad se implementa a
partir del segundo afio de establecimiento de la plantacion y se acompafia de un continuo deshierbe
para eliminar malezas (Gonzalez, 2009; Aguilar et al., 2014).

Fertilizacion

En caso de que el suelo no cuente con abono previo, éste se puede incorporar en la planta, dando la
ventaja de que se utiliza en menor cantidad, minimizando asi los gastos de produccion. Existen
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diferentes abonos orgénicos, dentro de los estiércoles podemos encontrar el de conejo, ganado
bovino, caprino, guano, entre otros, mismos que deben pasar por un proceso de solarizacion antes
de ser aplicado. Este procedimiento consiste en cubrir el estiércol con un pléstico y exponerlo al sol
por un periodo de 15 a 20 dias con la finalidad de eliminar malezas, insectos o patégenos
(Gonzalez, 2009; Aguilar et al., 2014).

Para incorporar el abono, inicialmente se realiza el “banqueo” o zanjas alrededor de la planta con
una profundidad de 15 cm y aproximadamente de 10 a 20 cm de distancia de los hijuelos, dentro de
ésta se distribuye uniformemente el estiércol y posteriormente se cubre con el suelo previamente
removido. Se sugiere utilizar en dosis de 4 kg por planta (INIFAP, 2006).

Si se desea un programa de fertilizacion mas sofisticado, la formula de fertilizacion NPK
recomendada es de 70-46-30 por hectarea, en el que se incorpora 150 kg de urea (46%), 100 kg de
superfosfato de calcio triple (46%) y 50 kg de cloruro de potasio (60%), en dosis de 150 gramos por
planta (Nieto-Aquino et al., 2016). Estos datos pueden variar segun el area de siembra, debido a que
cada suelo tiene diferente cantidad de nutrientes, por lo que puede requerir menor cantidad de
macro y micronutrientes, para mayor exactitud se recomienda realizar andlisis de suelos, mismos
que ayudaran a identificar valores de pH, conductividad eléctrica, contenido de materia organica,
contenido y cantidad de nutrientes minerales y metales. Los rangos de pH dptimos usualmente se
manejan de 6.5 a 7; sin embargo, los magueyes pueden establecerse en pH variados (Gonzalez,
2009).

Se debe considerar el método de fertilizacion, el mas comin es el manual con fertilizantes
granulados; sin embargo, también pueden ser abonos liquidos aplicados en sustrato o foliar; en caso
de suelos arenosos con buen drenaje no se recomienda en sustrato ya que éstos se lixivian
facilmente. En terrenos pedregosos se dificulta el manejo de fertilizadoras mecanicas, por lo que el
tipo de suelo también se considera, asi como la naturaleza del producto a aplicar si es de liberacion
lenta o répida, ya que indica la disponibilidad en la que se tendré el producto (Gonzalez, 2009;
Aguilar et al., 2014).

1.5.5. Problemas fitosanitarios A. salmiana
1.5.5.1 Plagas del agave

Existen distintos tipos de plagas que afectan al maguey, dentro de las mas comunes encontramos al
picudo de maguey (Scyphophorus acupunctatus), gallinita ciega (Phyllophaga spp), grana
cochinilla (Dactylopius coccus), entre otros.

Segun el tejido donde generen dafios, pueden clasificarse como plagas de raiz, plagas de cabeza,
hojas o cogollo (Valenzuela, 1997), tal como se indica en la Tabla 3.
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Tabla 3. Plagas asociadas al agave

Nombre comun

Nombre cientifico del agente

causal
Gallinita ciega Ciclocephala spp.,
. Macrodactylus spp.
Plagas de raiz Phyllophaéa spgl.o
Diabrética Diabrotica spp.
Picudo del agave Scyphophorus acupunctatus

Barrenador Acentroneme hisperiaris.

Plagas de cabeza Barrenador de la penca del Agathymus rethon
agave

Escarabajo funerario

Acanthoderes funeraria

Plagas de las hojas

Escama armada

Acutaspis agavis

Grana cochinilla

Dactylopius coccus

Piojo harinoso

Pseudococcus agavis

Chapulines Caelifera
Plagas de cogollo Trips Frankliniella occidentalis
9 9 Pulgones Rhopalosiphum maidis

1.5.5.2. Enfermedades del agave

La enfermedad puede definirse como cualquier alteracion ocasionada por un agente patégeno o un
factor ambiental que interfiere con el proceso natural de la planta. La enfermedad puede clasificarse
segun la sintomatologia que ocasione (pudriciones de raiz, chancros, marchitamiento, manchas
foliares, amarillamientos, etc.), de acuerdo al 6rgano afectado (raiz, tallo, hojas o frutos) o con base
a los tipos de planta afectados (enfermedades de los cultivos mayores, hortalizas, frutales, etc.); sin
embargo, el criterio mas util es por el agente causal (neméatodos, protozoarios, virus, plantas
superiores parasitas, micoplasmas, bacterias u hongos) (Agrios, 1998).

Las enfermedades de mayor incidencia en el agave son causadas principalmente por hongos y
bacterias (Tabla 4), cabe mencionar que existen distintos tipos de agentes causales que al ser
saprofitos y no tener un hospedero fijo, éstos pueden afectar distintos cultivos (Valenzuela, 1997).
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Tabla 4. Enfermedades asociadas al agave

Agente causal Nombre comun Nombre cientifico
Bacteria Apillo Rojo . Erw?n?a sp.
Marchitez bacteriana Erwinia sp.
Negrilla Asternina mexicana
Marchitez del agave Fusarium oxysporum
Pudricion de raiz Phytophthora sp.
Mancha anular Didymosphaeria sp.
Mancha gris o Tizén foliar Cercospora agavicola
Mancha anillada de maguey Coniothyrium concentricum,
Hongo pulquero Phoma sp., Alternaria
alternata y Colletotrichum
agaves.
Tizén Alternaria agavi
Antracnosis Colletotrichum agave cav.
Fumagina Capnodium sp
Punta seca Fusarium sp.
Nematodos Dorylaimus sp
Nemaétodo Nematodos Helicotylenchus sp
Nematodos Pratylenchus sp

1.6. Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades

El Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades, conocido también como MIPE se basa
principalmente en mantener un umbral bajo en la poblacion de agentes patdgenos en el que no
ocasionen dafios a los cultivos, su principal meta es reducir el dafio econémico y estético causado,
busca conjugar las ventajas de los diferentes métodos de control bajo un enfoque preventivo, es
decir, realizacion oportuna de préacticas agricolas. Para ello se debe tener un calendario de posibles
patdgenos que puedan llegar a afectar al cultivo durante ciertas temporadas y aplicar algin método
de control preventivo, antes de que éstas ataguen, cabe mencionar que, para ello, se debe tener
conocimientos de las caracteristicas de la plaga o enfermedad, tales como el ciclo de vida, factores
abioticos, entre otros, que les permitan tener condiciones favorables para incidir en el hospedero
(Maloy, 2005; Morishima, 2010).

Los procedimientos del manejo de enfermedades mantienen el nivel del dafio de enfermedades y
plagas por debajo del limite econémico aceptable, combinando varias formas de control, tales
como:

Control cultural: Se basa en implementar practicas o técnicas agricolas modernas o tradicionales
principalmente preventivas para la proteccion del cultivo. Estas pueden ser rotacion de cultivos, uso
de plantas comparfieras que beneficien con aporte de nutrientes o alejando a agentes patdgenos del
cultivo principal y eliminacion de malezas (Maloy, 2005; Morishima, 2010).

Control mecanico: Eliminacién manual de forma parcial o total de la planta o partes de ella que se
vean afectadas por algun agente patégeno, después de ello se debe eliminar dicho agente, puede ser
elevando la temperatura, aumentar o disminuir los riegos, implementar trampeo, generar barreras en
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los cultivos como mallas sombra o cubriéndolos con plastico en caso de plagas, exponiendo las
plantas a luz u oscuridad en caso de enfermedades (Morishima, 2010).

Control bioldgico: Se basa en la introduccion de enemigos naturales del agente patdgeno que ataca
al cultivo (Maloy, 2005). Estos pueden ser: parasitos, entomopatgenos, depredadores y
competidores. Los parasitos son organismos que entran al cuerpo (endoparasito) de otro organismo
0 habitan en la superficie (ectoparasito) y comen dentro del hospedero, Los entomopatégenos son
microbios (hongos, bacterias o virus) que causan enfermedad en el agente patdgeno que ataca el
cultivo. El predador es un animal que se come a otro animal y los competidores son microbios que
compiten con otros microbios e impiden su crecimiento (Morishima, 2010).

Control quimico: Este método usualmente se implementa cuando la plaga o enfermedad ha
rebasado los limites permisibles de dafio en el cultivo, se basa en la aplicacién de productos que
contengan ingredientes activos que permitan inhibir o erradicar al agente patogeno, las aplicaciones
y dosis son por instrucciones de fabricante, estos pueden ser insecticidas, fungicidas, bactericidas o
virucidas (Maloy, 2005; Morishima, 2010).

La aplicacion de los métodos de control antes mencionados son eficientes; sin embargo, el manejo y
uso indiscriminado del control quimico, en particular los pesticidas han generado dafios al medio
ambiente como la pérdida de biota, toxicidad en el suelo o eutrofizacion en el agua (Garcia-
Gutiérrez y Rodriguez-Morales, 2022) al igual que dafios en la salud humana, tales como dolor de
cabeza, nauseas, vomito, dolor de estomago y diarrea. La intensidad de estos efectos sobre la salud
depende del tipo de pesticida, grado de toxicidad, dosis de exposicidn, frecuencias de aplicacién y
medidas de proteccion personal (Jiménez-Quintero et al., 2016).

En la busqueda de nuevas técnicas de control, la nanotecnologia se ha propuesto como una
alternativa en la proteccion de los cultivos. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son las méas
estudiadas y utilizadas contra fitopatdgenos debido a sus propiedades antimicrobianas, antifingicas
y antivirales (Gupta et al., 2018). Las AgNPs, combinada con anfotericina B, fluconazol y
ketoconazol, presentan un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum (Aziz, et
al., 2016). Las AgNPs no solo se pueden combinar con antibidticos, sino también con
recubrimientos, por ejemplo de PVP (polimero polivinilpirrolidona), por sus siglas en inglés
polyvinylpyrrolidone polymer (Bryaskova et al., 2011), al igual que con extractos de plantas, tal es
el caso de las AgNPs sintetizadas combinadas con extracto de hoja de C. roxburghii, las cuales
tienen mayor efecto que el farmaco antifungico convencional anfotericina B, contra Aspergillus
niger, Penicillium sp., Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y Curvularia sp. (Balashanmugam,
etal., 2016).

1.6.1. Propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas de plata

Las AgNPs son objetos de tamafio nanométrico (un nanémetro es equivalente a la millonésima parte
de un metro o0 1x10° m), éstas poseen propiedades distintas a la plata en bulto, a pesar de compartir
la misma composicién de atomos, debido al aumento del area superficial al disminuir el tamafio.
Distintas variables permiten obtener una mayor o menor interaccion de las AgNPs con los agentes
patogénicos; por ejemplo, en tamafios menores a 10 nm obtenemos mayor interaccion de la
nanoparticula con el agente bacteriano, mientras que en pH acidos o en presencia de oxigeno las
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AgNPs liberan mas rapido iones de plata (Ag*) (Franci et al., 2015; Durén et al., 2016; Anees et al.,
2020; Pareek et al., 2020).

Las nanoparticulas actian como un agente antimicrobiano debido a su efecto inhibidor contra
diferentes especies bacterianas (Clement y Jarrett, 1994). EI mecanismo exacto por el cual las
AgNPs actlan sobre los microorganismos se desconoce; sin embargo, se han propuesto una serie de
posibles métodos de accion. A continuacion, se describen algunos de ellos:

a) Adhesién/anclaje en la pared y membrana celular
Se ha propuesto que la adhesion y acumulacién de AgNPs en la superficie celular
sucede principalmente en bacterias Gram negativas. La literatura propone la
capacidad de las nanoparticulas de plata para adherirse a la membrana celular
bacteriana mediante la interaccion electrostatica entre los iones de plata cargados
positivamente y la superficie de la membrana celular cargada negativamente, esto
debido a la presencia de los grupos carboxilo, fosfato y amino (Netala et al., 2014;
Rashid et al., 2017). Pal et al. (2007) mencionan que los lipopolisacéridos en la
pared celular de las bacterias Gram negativas pueden contribuir con la adhesién de
las AgNPs.

b) Penetracién en la pared y membrana celular
Chauhan et al. (2016) proponen que las AgNPs atraviesan la membrana plasmaética
de las bacterias Gram negativas a través de las porinas (canales de transporte
masivo de agua) presentes en las mismas, que participan principalmente en el
transporte pasivo de moléculas hidréfilas de varios tamafios y cargas.
Por otro lado, las AgNPs al interactuar con grupos sulfhidrilo, por ejemplo en
puentes de disulfuro en cisteinas (componente importante de muchas enzimas) o al
interactuar con puentes débiles, remplazan atomos de hidrégeno que resulta en un
bloqueo de la respiracion y transferencia de electrones, lo que dificulta la induccion
de mecanismos de rescate exitosos, conduciendo asi a la desnaturalizacién de la
proteinas (Russell y W, 1994; Gordon et al., 2010) provocando un colapso de la
fuerza motriz de protones, generando una disipacion de la fuerza motriz de protones
(PMF) y consecuentemente la destruccion de la membrana (Venkata et al., 2013;
Netala et al., 2014).

c) Liberacién de iones de plata (Ag*)
Las AgNPs liberan iones de plata Ag* (Feng et al., 2008) que al interactuar con
grupos tiol (-SH) de enzimas bacterianas inhiben muchas funciones como la sintesis
de trifosfato de adenosina (ATP, por sus siglas en inglés, adenosine triphosphate),
asi como la divisién y reproduccidn celular; éste y otros efectos dafian las células,
que da como resultado la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Matsumura et al., 2003). Asi mismo la acumulacion de las AgNPs en la membrana
promueve la creacion de pozos que permiten la entrada de las NPs generando lisis
celular. Cuando éstas se unen a proteinas de la membrana al interferir con la
permeabilidad se produce una fuga del contenido celular y trasporte incontrolado de
iones (Rodriguez-Morales, 2022).
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d) Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)
Las ROS pueden producirse a través de la inhibicion de una enzima respiratoria por
parte de los iones Ag" liberados de las AgNPs. En organismos aerobios las ROS son
el subproducto resultante de la respiracion, al aumentar la concentracion de los
iones, éstos generan un efecto de toxicidad conduciendo al estrés oxidativo o en
casos extremos pueden provocar la muerte celular (Cabiscol et al., 2000). Las ROS
y diferentes reacciones de oxidacion catalizadas por metales podrian ser la base de
tipos especificos de dafio en el ADN, las proteinas, ARN y lipidos (Cabiscol et al.,
2000).

e) Interaccion con el ADN
Las AgNPs pueden interactuar con los componentes mayoritarios del ADN, “azufre
y fosforo”, resultando en la interrupcion del crecimiento de bacterias al interrumpir
la replicacion del ADN bacteriano (Hatchett y Henry, 1996).

f) Modulacion de la transduccion de sefiales en bacterias
Las AgNPs desfosforilan sustratos peptidicos en los residuos de tirosina, lo que
conduce a la inhibicion de la transduccion de sefiales, llevando asi a la detencion
del crecimiento bacteriano (Shrivastava et al., 2007).

1.6.2. Métodos de sintesis de nanoparticulas en disolucion

La sintesis de nanoparticulas en disolucién implica reacciones de éxido-reduccién que se llevan a
cabo en solucién acuosa a partir de sustancias mas simples, el producto es una dispersion coloidal.
Por esta razén, el término comun utilizado para el fendmeno es la coprecipitacion, la cual implica
fendmenos de reduccion, nucleacion, crecimiento, y/o aglomeracion (Cushing et al., 2004).

Las nanoparticulas son objetos con dimensiones entre 1 y 100 nm, tamafios en los que usualmente
las propiedades fisicas y quimicas de los materiales cambian en comparacion con los materiales en
bulto. En dicho proceso se emplea un solvente, un agente reductor y un agente estabilizador. En
general, los métodos utilizados para la sintesis de nanoparticulas metalicas pueden ser agrupados en
dos categorias: top-down (de arriba hacia abajo) y bottom-up (de abajo hacia arriba). En top-down
existen diferentes técnicas; por ejemplo, una de ellas es la reduccién mecanica de materiales en
bulto, que permite obtener estructuras de menor tamafio con nuevas propiedades, mientras que
bottom-up es un método que permite la sintesis de nanoparticulas a partir de precursores atbmicos
(Tadaaki, 2015).

Para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de plata en disolucién, especificamente la reduccion
del cation metalico, se requiere de un agente precursor (sustancia que se oxida para producir otra
mediante los compuestos quimicos que la componen) y un agente reductor (cede electrones a un
agente oxidante). En dicha reaccion el cambio de energia libre debe ser negativa, el potencial de
reduccion electropositivo nos permite sintetizar Ag® — Ag° en agua (E°= +0.799 V) u otras
sustancias (solventes) lo que permite el uso de varios agentes reductores, como el citrato de sodio
(E°= —0.180 V) (Fig. 4), borohidruro de sodio (E°= —0,481 V), hidracina (E°= —0,230 V) e
hidroquinona (E°= —0,699 V), entre otros (Alarcon et al., 2015).
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Figura 4. Mecanismos obtenidos por la sintesis de AgNPs con citrato de sodio.
Fuente: Alarcon et al., 2015.

1.6.3. Métodos de caracterizacién de las nanoparticulas
1.6.3.1. Caracterizacion de Espectroscopia UV-Vis
Espectroscopia UV-vis

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis) utiliza longitudes de onda (X) en la region
ultravioleta (A= 200-390 nm) vy visible (A= 390-780 nm) del espectro de radiacion
electromagnética, esta técnica principalmente se usa para caracterizar cuantitativamente los
nanomateriales, ya que interactian con fotones para producir una variedad de efectos como
oscilaciones de plasmones en la superficie de nanometales, como en el caso de la Ag* (Hornyak et
al., 2008). Tiene como principio la medicién de la absorcion de luz debido a transiciones
electrénicas en una muestra, que promueven estados energéticos de los electrones. Después de una
estimulacion con calor, luz, electricidad o reacciones quimicas, el analito sufre una transicién de su
estado base hacia un estado de excitacion, dando como resultado un cambio de distribucion
electrénica. Cuando el electrén decae del estado excitado al estado base, se mide la radiacion
electromagnética emitida por el detector (Fig. 5) (Kumar, 2018).

Siguiendo la ley de Beer, la absorbancia (A) puede determinarse a partir de la intensidad de la luz
incidente (lo) y la intensidad de la luz transmitida (I), expresada en la siguiente ecuacion:

A=logly/ I =¢€lc=ac

Donde A es la absorbancia, lo es la longitud de la trayectoria de la muestra (luz incidente), | es luz
transmitida, ¢ es la concentracién de una solucion, a el coeficiente de absorcion y € la absortividad
molar.
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Figura 5. Representacién esquematica del sistema de Espectroscopia UV-vis.
Fuente: Kumar, 2018.

Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva

La espectroscopia de rayos X dispersados (EDS), por sus siglas en inglés Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy es una técnica implementada para determinar la especie y cantidad de elementos
guimicos de una muestra, asi como recopilar informacion de la composicion del material (Kumar,
2018). En la EDS el sistema del condensador genera un haz de electrones primarios que interactta
con la muestra, la cual inicialmente sus atomos se encuentran en estado de reposo y tras la
interaccion de los electrones primarios, éstos transfieren parte de su energia a la muestra generando
asi un estado de excitacion en los &tomos, dando como resultado la emisién de electrones
secundarios, rayos X, electrones de barrena y electrones dispersos inelasticos que pasan por la
muestra (Fig. 6) (Vollath, 2013).

La energia absorbida generalmente se emite como fotones de rayos X, los cuales empujan a un
electrdn con menor energia fuera de la muestra, mismo que es denominado "electron Auger". Estos
rayos X emitidos por los atomos de la muestra se utilizan para su analisis mediante un micro
analizador (Vollath, 2013; Kumar, 2018).
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Figura 6. Espectroscopia de rayos X de Energia Dispersiva (EDS).
Fuente: Vollath, 2013.
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1.6.3.2. Caracterizacion estructural
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La Microscopia Electronica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning Electronic
Microscopy) nos permite identificar la forma, el tamafio y la estructura de una muestra. Esta técnica
implementa ondas electrénicas en lugar de ondas electromagnéticas, constan de un sistema de
iluminacidn, un portamuestras, sistema objetivo seguido del sistema de proyeccion y finalmente un
dispositivo de registro o detector. Este Gltimo puede ser una placa fotografica o un sistema de
camara electrénica (Hornyak et al., 2008; Vollath, 2013).

El cafidn de electrones generalmente contiene filamentos de tungsteno o hexaboruro de lantano que
se encuentra en la parte superior de la columna "6ptica", produce un haz de electrones que se enfoca
a un diametro de 50 A mediante una serie de lentes magnéticos y se escanea a través de la superficie
de la muestra (Fig. 7) (Hornyak et al., 2008). Los electrones se dispersan en forma elastica (la
energia de los electrones no se altera) e inelastica (los electrones pierden energia), esta dispersion es
identificada por los detectores. Debido a que los sistemas épticos de electrones estan conectados a
una aberracion cromatica significativa, estos proporcionan una imagen nitida (Dieter et al., 2013).

La morfologia de la superficie, la topografia y el analisis de la forma de las particulas se realizan
mediante los detectores del SEM que recolectan la resolucién de electrones dependiendo del
didmetro del haz incidente, el volumen de excitacion y el &ngulo de incidencia del haz (Dieter et al.,
2013).
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Figura 7. Representacion esquematica de la Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
Fuente: Hornyak et al., 2008.
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1.6.4. Efecto toxicoldgico de la plata
Efecto tdxico en la salud del cuerpo humano

Un efecto toxico se define como un efecto indeseable o adverso para la salud (James et al., 2000).
Para que un metal pueda generar efectos toxicos, influyen varios factores como la solubilidad del
metal, la capacidad del metal para unirse a sitios bioldgicos y el grado en que los complejos
metalicos formados son secuestrados o metabolizados y excretados (Weir, 1979). En el caso de la
plata los compuestos solubles se absorben méas facilmente que la plata metélica o insoluble
(Rosenman et al., 1979). Por su amplio uso y aplicaciones, la exposicion al metal puede ingresar al
cuerpo por diferentes rutas como ingesta, inhalacién o por contacto con la piel por joyeria, catéteres,
amalgamas dentales, entre otras (Wan et al., 1991). Los sintomas reportados por dichas rutas en
caso de ingesta prolongada de dosis bajas de sales de plata son la degeneracion grasa del higado y
los rifiones y cambios en las células sanguineas (Venugopal, 1978). La inhalacion de compuestos de
plata soluble causa irritacion de las vias respiratorias como nariz y garganta, en caso de
sobreexposicion, la plata puede acumularse en piel, higado, rifiones, cdrneas, encias, en las
membranas mucosas, ufias o brazos (Rosenman et al., 1979; Hollinger, 1996).

La inhalacién o ingestion a largo plazo de compuestos de plata soluble o plata coloidal puede causar
argiria o argirosis, una pigmentacion generalizada azul en la piel, ojos y ufias, por depdsitos de plata
coloidal en tejido.

Limites de exposicion a la plata

Los limites permisibles de exposicion a cualquier forma de plata son similares, en caso de la
Administracién de Seguridad y Salud Ocupacional (por siglas en inglés Occupational Safety and
Health Administration, OSHA) y la Administracion de Seguridad y Salud Minera (por siglas en
inglés Mine Health and Safety Administration, MSHA) actualmente hacen cumplir un Limite
Permisible (PEL) de 0.01 mg/m?® para compuestos de plata metalicos y solubles (OSHA, 1989;
NIOSH, 2003). En el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (por siglas en inglés
National Institute for Occupational, NIOSH) el limite de exposicion recomendado (por sus siglas en
inglés Recommended Exposure Limit, REL) es de 0.01 mg/m?® tanto para compuestos de plata
solubles como para polvo de metal plateado, que no difiere del PEL de OSHA (NIOSH, 1992). En
caso de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la ingesta de por vida de alrededor de 10 g de
plata puede considerarse como un nivel de ingesta sin efectos adversos observables en humanos.

La Conferencia Estadounidense de Higienistas Industriales Gubernamentales fijo los limites de
exposicion en exposiciones ambientales y regulaciones de agua potable en 0.10 mg/L. La Comisién
Europea recomendé un promedio ponderado en el tiempo de 8 h de 0.1 mg/m?® polvo de plata total
como limite de exposicion ocupacional (Drake y Hazelwood, 2005).

Fitotoxicidad de las AgNPs en las plantas

En las plantas, se ha propuesto que las nanoparticulas pueden ser transportadas a través de los
espacios intercelulares o por el tejido vascular (Ma et al., 2010; Geisler-Lee et al., 2013) en el que
las AgNPs penetran las paredes celulares y las membranas plasmaticas de las capas epidérmicas de
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las raices, para posteriormente ingresar a los tejidos vasculares (xilema) y moverse hacia la estela,
también se pueden transportar dentro de la célula vegetal a través plasmodesmos, poros de 50 a 60
nm de didmetro que conectan células vegetales vecinas adyacentes (Heinlein y Epel et al., 2004; Ma
et al., 2010).

El ingreso de las nanoparticulas de plata no se limita a la raiz, Larue et al. (2014) encontraron que
las AgNPs guedaban atrapadas en las hojas de lechuga por la cuticula después de la exposicion
foliar, y las AgNPs penetraban el tejido de la hoja a través de los estomas. Mas tarde Li et al. (2017)
compararon la absorcion de AgNPs en la soja y arroz, después de la exposicion de la raiz y la foliar
demostraron que la exposicion foliar resulté en una bioacumulacién de Ag* de 17 a 200 veces
mayor que la exposicion de la raiz.

El potencial de crecimiento, la germinacion de semillas, la biomasa y el area de superficie de la hoja
son parametros cominmente utilizados para evaluar la fitotoxicidad de las AgNPs en las plantas
(Dietz y Herth, 2011; Aslani et al., 2014; Tripathi et al., 2017). Kaveh et al. (2013) encontraron que
la exposicién a concentraciones de 5 a 20 mg/L de AgNPs resulté en una reduccion de la biomasa
en Arabidopsis, mientras que Nair y Chung (2014) demostraron que las AgNPs redujeron
significativamente la elongacién de la raiz y el peso fresco de los brotes y las raices en el arroz.

A nivel fisiologico la fitotoxicidad en las plantas causada por exposicion de AgNPs se predice
mediante la reduccién de la absorcién de clorofila y nutrientes, la disminucion de la tasa de
transpiracion y la alteracion hormonal. Qian et al. (2013) demostraron que las AgNPs pueden
acumularse en hojas de A. thaliana, disminuyendo el contenido de clorofila y conduciendo a la
inhibicion del crecimiento de las plantas.
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2. Antecedentes

La negrilla o viruela es una enfermedad que se presenta en hojas de agave, se caracteriza por la
aparicion de manchas foliares de color negro. El primer agente causal que se relacioné a dicha
enfermedad fue Asterina mexicana (Job y Matlack, 1900); sin embargo, reportes recientes han
identificado molecularmente a Curlvularia lunata que fue aislado de hojas de A. salmiana con
sintomatologia de viruela o negrilla en el estado de Hidalgo (Hernandez et al., 2022).

A. mexicana pertenece al phylum Ascomycota, clase Dothideomycetes, orden Asterinales, familia
Asterinaceae, género Asterina, especie mexicana. La sintomatologia asociada al agente causal
incluye manchas foliares de tonalidades negras en ambas caras de la penca de A. salmiana, que en
casos severos puede resultar en muerte (Diaz-Martinez, 2019).

Una sintomatologia similar también es causada por C. lunata, agente que causa la enfermedad de la
mancha foliar en maiz, el cual pertenece al phylum Ascomycota, clase Dothideomycetes, orden
Pleosporales, familia Pleosporaceae, género Cochliobolus, especie lunatus. Su teleomorfo C.
lunatus se forma cuando el patdgeno sufre una condicion de estrés, los signos primarios son
manchas marrones, ovoides redondas con un halo clorético, distribuidas uniformemente sobre el
area foliar, cuando éstas crecen cambian a tonalidad negro pardusco y se fusionan, produciendo
sintomatologia de margenes amarillos y marchitez (Gao et al., 2012),

C. lunata desarrolla hifas septadas, ramificadas, subhialinas a pardas, lisas a asperuladas, de
aproximadamente 1.5 a 5 um de ancho, conidioforos septados, simples o ramificados, geniculados o
doblados en el apice, de color marron claro a oscuro de 39 a 430 um de largo, los conidios
usualmente presentan cuatro celdas, son lisos a asperulados, curvados en la tercera celda de 21 por
13 um; hilio no sobresaliente, plano, oscurecido y engrosado (Dimuthu et al., 2012). In vitro las
colonias son algodonosas y negras olivaceas, en agar harina de maiz alcanzan un diametro de 7.2
cmen 7 dias a 27 °C (Garcia Aroca, 2018).

Los géneros de Curlvularia y Bipolaris forman un complejo que provoca enfermedades como
mancha foliar, pudricion de la raiz y tizén principalmente en cultivos de la familia Poaceae como
maiz, arroz, trigo o sorgo; sin embargo, al ser parasitos no obligados, es decir, al no tener hospedero
especifico, éstos también pueden incidir en al menos otros 60 géneros de familias como
Anacardiaceae, Araceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Malvaceae, Rutaceae y Zingiberaceae (Martin,
1971; Dimuthu et al., 2012; Manzar et al., 2022).

La taxonomia de este complejo es confusa ya que frecuentemente se han producido cambios de
nomenclatura y refinamientos, inicialmente se modificoO la ortografia de “Helmisporium” a
Helminthosporium (Link, 1809), al diferir los Hyphomycetes (nombre de clase antigua de
Ascomyta) originalmente agregados Helminthosporium por originar conidios de forma solitaria en
el &pice de los conidiéforos y posteriormente alargarse subapicalmente. Nisikado (1928, 1929) los
segregd a dos subgéneros, Cylindro-Helminthosporium que presenta conidios rectos, cilindricos y
germinan por uno o mA&s tubos germinativos de cualquier célula conidiogena y Eu-
Helminthosporium, subgénero con conidios frecuentemente curvos, fusiformes, los cuales germinan
solo por células terminales. Posteriormente, Ito (1930) elevé Cylindro-Helminthosporium a la
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categoria Drechslera. Tras distintas modificaciones, finalmente Shoemaker (1959) propuso que el
nombre Drechslera se restringiera a especies con conidios cilindricos que germinan de cualquier
célula y erigié un nuevo género denominado “Bipolaris”. Asi graminicolous Helminthosporium fue
segregado en varios géneros incluyendo Bipolaris, Curvularia, Drechslera y Exserohilum, géneros
pertenecientes a Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae (Shoemaker, 1959;
Sivanesan, 1987; Manzar et al., 2022).

Es dificil identificar estas especies de manera confiable basandose Unicamente en los signos y
sintomas observados ya que son similares, se asocian con manchas marrones, grises o negras en las
hojas, tizones, necrosis, amarillamientos, pudriciones, entre otros, encontrandose frecuentemente en
hojas, tallos y raices de diferentes cultivos (Piontelli, 2015). Tanto Curlvularia como Bipolaris
tienen sus estados sexuales ubicados en phylum Ascomycota y género Cochliobolus, incluso
algunas especies de Bipolaris, al igual que Curvularia, tienen conidios curvos con células apicales
hialinas, una ligera diferencia de distincion es que en Curvularia suelen tener sélo dos o tres células
centrales oscuras y una de ellas estd excesivamente agrandada a diferencia Bipolaris que suele
presentar curvatura continua a lo largo del conidio (Dimuthu et al., 2012; Manzar et al., 2022).

El manejo agrondmico vy fitosanitario para dicho complejo en control cultural sugiere el uso de
semillas certificadas, variedades resistentes, sembrar en areas donde no se ha reportado el patégeno,
eliminar y quemar plantas enfermas, residuos vegetales o rastrojos de las mismas, ademas de evitar
usar semillas, hijuelos o partes vegetativas de la planta enferma. En control bioldgico el uso de
aceites y extractos naturales de Symphytum officinale, Lantana cdmara, Piper aurantium, Citrus
sinensis u hongos como Trichoderma viride o T. harzianum reportan haber reducido hasta el 70%
de las enfermedades causadas por Curvularia o Bipolaris (Abdel-Fattah et al., 2007; Duarte et al.,
2014; SENASICA, 2018). En control quimico la aplicacion de fungicidas como difenoconazol,
propiconazol o trifloxystrobin se pueden aplicar como tratamiento preventivo o de control (Ottoni et
al., 2000; SENASICA, 2021). También se ha reportado el uso in vitro de acido benzoico o calcio
como inhibidor (Ahn y Suh, 2007; Shabana et al.,, 2008; SENASICA, 2021). El uso de
nanoparticulas de plata en agave no se ha implementado hasta ahora; sin embargo, existe evidencia
de la aplicacidon de AgNPs en otros cultivos como A. thaliana y agentes fitopatdgenos (Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum y Curvularia sp.) en los que se ha implementado con resultados
favorables de inhibicion (Balashanmugam et al., 2016).
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3. Planteamiento del problema

Los magueyes o agaves, son plantas endémicas de gran importancia en México (Granados 1993;
llisey et al., 2005), pais considerado como centro de origen y diversificacién del género (Nobel,
1988; Garcia-Mendoza, 2007; Garcia-Herrera et al., 2010). En el Estado de Hidalgo, el agave es
ampliamente aprovechado debido a sus multiples servicios agroecolédgicos y por sus derivados, tal
es el caso del pulque, la barbacoa, mixiote, ixtle, entre muchos otros; sin embargo, la produccién
del mismo se ve afectado por problemas reproductivos de la planta, velocidad de crecimiento de la
misma, aunado por el robo de pencas para la preparacion de platillos gastronémicos y extraccion
parcial o total del agave para la obtencion de plagas comestibles, factores abidticos e incidencia de
plagas y enfermedades.

En la Escuela Superior de Apan (ESAp), perteneciente a la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo (UAEH), ubicada en localidad de Chimalpa Tlalayote, Apan, Hgo., se encuentran
ejemplares de Agave salmiana (Otto ex Salm-Dyck) los cuales presentan una enfermedad conocida
comunmente como “negrilla”, se desconoce el agente causal de dicha enfermedad; sin embargo, se
cree que puede ser ocasionada por el hongo Asterina mexicana reportado por Ellis y Everhart
(1900). Esta enfermedad ocasiona que las hojas tengan manchas de tonalidades negras en ambas
caras de la penca y en casos severos puede resultar en pencas raquiticas que pueden llegar a secarse
(Diaz-Martinez, 2019). Para la identificacion del patégeno cominmente se utilizan distintas
metodologias que permiten la identificacion morfoldgica, morfométrica, molecular y filogenética,
con la finalidad de conocer la reproduccién, caracteristicas estructurales que permitan controlar,
inhibir o erradicar el crecimiento del agente fitopatégeno en el agave. Los métodos de control de
plagas fitopatégenas, mas cominmente utilizadas son el control mecénico, biolégico y quimico,
siendo el ultimo el mayormente implementado, consecuentemente puede afectar de manera
significativa a la microbiota del suelo, el medio ambiente e incluso a la salud tanto del aplicador
sino se lleva el atuendo adecuado para proteccion del mismo, o inclusive puede repercutir en la
salud de los consumidores (Rodriguez et al., 2017; Jiménez-Quintero et al., 2016).

La busqueda de nuevas técnicas ha llevado a considerar la aplicacion de nanoparticulas de plata
debido a las propiedades antimicrobianas, antifingicas y antivirales que se han reportado (Gupta et
al., 2018).
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4. Justificacion

El Agave salmiana se distribuye principalmente en el valle de México, en los Estados de México,
Puebla, Tlaxcala e Hidalgo, siendo éste ultimo de gran importancia no solo por el aprovechamiento
que se la da, sino también por el uso del mismo que podria recuperar la erosion reportada del 68%
del Altiplano Central Mexicano (Moncada et al., 2013; Narvaez et al., 2020).

Hidalgo esta ubicado parcialmente en la Cuenca de México y la region montafiosa de la Cordillera
Neo-Volcénica, agrupa a sus 84 municipios en diez regiones geografico-culturales, una de ellas es
la Altiplanicie pulquera, misma que estd conformada por los municipios de Apan, Almoloya,
Emiliano Zapata, Tepeapulco, Tlanalapa, Zempoala, Epazoyucan y Singuilucan (Roldan 2015;
Roldan, 2017; Narvéez et al., 2020).

Hidalgo es el principal productor de aguamiel. En 2016 el estado produjo 194,579 toneladas,
mientras que, en 2017 fueron 217,700 toneladas, aportando el 69.6% de la produccién nacional de
aguamiel (SAGARPA, 2016; SIAP, 2018; Ramirez-Manzano et al., 2020).

Actualmente la FAO ha incluido a A. salmiana en la lista de especies en peligro de extincion
(Gaceta del Senado, 2017). Entre las causas que intervienen en este estatus se encuentra la
incidencia de plagas y enfermedades, siendo el picudo del agave (Scyphophorus acupunctatus) la
plaga que mayoritariamente afecta en todas las etapas fenoldgicas del cultivo, ocasionando pérdidas
de hasta un 80%. En cuanto a enfermedades, la mancha gris o tizon foliar (Cercospora agavicola),
marchitez del agave (Fusarium oxysporum) y pudricién de cogollo (Pectobacterium carotovorum)
disminuyen el vigor de la planta, ocasionando en casos severos la muerte de la misma (CESAVEP,
2017).

En el estado de Hidalgo se ha observado la presencia de negrilla en A. salmiana, la incidencia de
esta enfermedad no cuenta con datos estadisticos acerca de las pérdidas en la produccion o
rendimiento del cultivo, por lo anterior la presente investigacion es uno de los pioneros en el campo
de la fitopatologia que pretende no sélo la identificacion del agente patogénico; si no ademas,
proponer una forma de control que disminuya la incidencia y severidad de la enfermedad.
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5. Objetivos
5.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) sobre el fipatogeno causante de la negrilla
en Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck.

5.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) por medio del método coloidal.

e Caracterizar estructuralmente las nanoparticulas de plata (AgNPs) a través de la microscopia
electronica de barrido (SEM).

e Caracterizar las propiedades Opticas las nanoparticulas de plata (AgNPs) a través de la
espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis).

e Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) sobre el agente fitopatégeno causante
de la enfermedad negrilla en condiciones in vitro.

o Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) sobre la sintomatologia y severidad de
especimenes de A. salmiana infectados con el hongo fitopatdgeno causante de la enfermedad
negrilla.
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6. Hipotesis
Las nanoparticulas de plata (AgNPs) poseen actividades antiflngicas, por lo que si se emplean

asperjadas en hijuelos de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck inoculados con el agente causal de la
negrilla entonces se inhibira el crecimiento del patogeno.
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7. Materiales y métodos
7.1. Descripcion del area de estudio

El sitio experimental del presente trabajo se desarroll6 en la Escuela Superior de Apan ubicada en la
localidad de Chimalpa Tlalayote, perteneciente al municipio de Apan y en el Laboratorio de
Fitopatologia y Plagas del Instituto de Ciencias Agropecuarias ubicado en Tulancingo de Bravo,
ambas escuelas pertenecientes a la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

7.2. Obtencion del material bioldgico vegetal
7.2.1. Seleccion y manejo de hijuelos de A. salmiana a partir de caracteristicas fenologicas

Se seleccionaron 96 hijuelos sanos de 25 a 30 cm de altura de plantas madre de A. salmiana
ubicadas dentro de las instalaciones de la Escuela Superior de Apan (ESAp-UAEH). Para la
preparacion del sustrato consistio en una mezcla de tezontle y estiércol con suelo del area, en
proporcion 2:2:7. El sustrato final obtenido se colocé dentro de bolsas de 30 x 30 cm. En cuanto a la
planta, se retiraron las plas del apice presentes en las hojas para facilitar el manejo y evitar dafios
durante la manipulacion de los hijuelos. Una vez que el sustrato fue distribuido en bolsas y regado a
capacidad de campo, se trasplantaron los hijuelos de A. salmiana en ellas.

7.3. Obtencidn y caracterizacion del material microbioldgico
7.3.1. Aislamiento del agente patogénico extraido de lesiones foliares en A. salmiana

Los individuos de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck ubicados en las instalaciones de la (ESAp-
UAEH), actualmente presentan signos y sintomas de la enfermedad cominmente conocida como
“negrilla”. Profesores investigadores integrantes del cuerpo académico de Biociencias moleculares
de la ESAp-UAEH, aislaron hongos a partir de las manchas foliares negras presentes en A.
salmiana para su posterior evaluacion. De las cepas aisladas, varias se donaron para la realizacién
del presente trabajo.

7.3.2. Crecimiento y conservacion del hongo

En el laboratorio de Fitopatologia y Plagas del ICAp, se prepar6 medio PDA, de acuerdo con las
instrucciones del proveedor, para la preservacion y estudio del hongo. El inéculo provenia de
muestras micelares de 4 mm de diametro que eran incubadas a 28 °C en condiciones de oscuridad. |

7.3.3. ldentificacién y caracterizacion del agente causal de negrilla en A. salmiana

Para la identificacion y caracterizacion del hongo aislado de lesiones con sintomas de “negrilla” en
A. salmiana Otto ex Salm-Dyck, se colabor6 con el Laboratorio de Micologia de la Direccién del
Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF) perteneciente al Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) ubicado en el municipio de Tecamac, Estado de
Meéxico.
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Se seleccionaron cajas Petri con crecimiento del hongo y en colaboracién con el Laboratorio de
Micologia, se realiz6 la descripcion morfométrica para determinar el género y especie del hongo
con corroboracion de la técnica molecular, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) por sus
siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction y analisis filogenético de secuencias genémicas de
ADN.

7.3.3.1. Identificacion morfométrica

Para corroborar la identificacion del hongo fitopatdgeno causante de la negrilla en Agave salmiana
Otto ex Salm-Dyck con los trabajos realizados por profesores investigadores integrantes del cuerpo
académico de Biociencias moleculares de la ESAp-UAEH, se observaron y midieron las estructuras
diferenciales que permitieran asociar a los especimenes con los grupos taxonémicos de posibles
agentes, para dicho procedimiento se utilizaron las claves taxondémicas de “Dematiaceous
Hyphomycetes” de Martin, (1971) y “The genus Bipolaris” de Dimuthu et al., (2014).

Se realizaron laminillas permanentes, temporales y muestras en cdmara humeda, mismas que se
Ilevaron al microscopio dptico Primostar 3 ZEISS con cdmara integrada Axiocam 208 color, que
junto con el programa ZEN 3.6 (blue edition) se midié, cuantificd y observé el color y morfologia
de la colonia, tipo de micelio, presencia o ausencia de esporas, tamario, forma, color de conidios y
conidioforos; en caso de los conidios, ademas de las caracteristicas anteriormente mencionadas, se
midié el largo del hilum asi como la cantidad de pseudoseptos, mientras que en los conidi6foros se
cuantifico el largo, ancho y la cantidad de conidios.

Para la coleccion del Laboratorio de Micologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria
(CNRF-MIC) perteneciente a SENASICA, se incorporaron las laminillas permanentes y cajas Petri
con cepa del agente causal de negrilla en Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck para su preservacién
como hongo de importancia econémica para México.

7.3.3.2. Técnica molecular: Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El diagnéstico molecular comprendié la amplificacion de regiones especificas, secuenciacion de
ellas y filogenia molecular. Es una técnica utilizada para amplificar u obtener varias copias de una
region particular de ADN. Para la identificacion del agente causal de negrilla en A. salmiana se
utilizé el método de extraccion de ADN propuesto por Doyle and Doyle (1987) “A rapid ADN
isolation procedure for small quantities of fresh leaf tissue”, seguida de una amplificacion por
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction,
asi como la subsecuente secuenciacion tipo Sanger y la reconstruccion filogenética con secuencias
de referencia.

Extraccién de ADN genémico

El primer paso de la extraccion de ADN es producir lisis celular o rompimiento de la membrana
para liberar los componentes celulares (ADN). Para ello, se macer6 hasta 0.1 g de micelio en
mortero con presencia de nitrégeno liquido hasta obtener polvo micelar que se depositd en tubos de
microcentrifuga de 2 mL, se agreg6é 1 mL de buffer de Extraccion CTAB previamente calentado a
65 °C y 0.05 g de Polivinilpirrolidona (PVP), se mezcld por inversion y se incub6 a 65 °C durante 1
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h en termobloque. Consecutivamente se dej6 enfriar por 10 min a temperatura ambiente, se adiciond
500 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se agitd por inversion durante 10 min.
Una vez finalizado el proceso se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min para formar una interfase,
de la cual se recuperd la fase superior acuosa y se depositd en un tubo nuevo y estéril de 1.5 mL.
Para precipitar el ADN, se adiciond 750 pL de isopropanol frio, se invirtid y se dejo reposar a
temperatura ambiente durante 10 min. Después de ello se centrifug6 a 12,000 rpm, durante 10 min,
al final de dicho proceso se obtuvo la pastilla de ADN, se decantd el isopropanol por inversién
cuidando de no perder la pastilla, para el lavado de la misma se adiciond 500 pL de etanol al 70% y
se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min (en este paso se repite nuevamente el lavado con etanol al
70% vy centrifugar a 12,000 rpm durante 2 min). Se secd la pastilla y se resuspendié el ADN en 50
mL de agua grado molecular, la concentracién y pureza se cuantificd en el espectrofotdmetro
NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific), (Doyle and Doyle, 1987).

Espectrofotometria

Para determinar el grado de pureza y concentracion de la muestra de ADN, se ocupd un
espectrofotometro NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific. Inicialmente se limpi6 el lente dptico
(pedestal), se coloco 1 pL de agua grado biologia molecular como control blanco o referencia,
posteriormente se colocaron las muestras obtenidas de la extraccion de acidos nucleicos para
obtener concentracién en ng/uL, asi como las graficas de absorbancia. La longitud de onda de 260
nm se utiliza para calcular el valor de la concentracion de ADN, la relacion 260/280 nm indica un
ADN de pureza Optima, el cual tiene un valor ideal entre 1.8-2.0, la relacién > 1.6 indica una pureza
aceptable, mientras que a < 1.6 indica una posible contaminacién. En valores de 230 nm absorbe
contaminantes como sales, fenoles o carbohidratos, la relacién 260/230 con valores de 2.0-2.2.
Indica un ADN puro, menor a 1.8 indica contaminacién y menor a 1.5 indica impurezas en la
muestra (Banco Nacional de ADN Carlos |11, 2020).

Amplificaciéon

Para llevar a cabo la sintesis exponencial o amplificacion de una regién determinada de ADN de la
muestra se realizd6 PCR con base en el kit Platinum™ Tag ADN Polymerase de Invitrogen, se
prepard la mezcla de reaccion PCR “Master mix” (Tabla 5), en cuanto a los oligonucle6tidos
forward y reverse, también llamados primers o cebadores se describen en la Tabla 6.

Tabla 5. Componentes para la preparacion de mezcla PCR master mix con base en el kit Platinum™
Taqg ADN Polymerase de Invitrogen

1x 16X
Agua libre de nucleasas 17.4 pL 278.4 uL
10X PCR Buffer (-Mg) 2.5 puL 40 pL
50 mM MgCl; 0.75 uL 12 uL
10 mM dNTP mix 0.5 uL 8 uL
10 puM forward primer 0.5 uL 8 uL
10 uM forward reverse 0.5 uL 8 uL
KB Extender 0.75 uL 12 ul
Platinum™ Taq ADN Polymerase 0.1uL 1.6 uL
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Tabla 6. Oligonucleétidos

Marcador Nombre Oligonucledtido | Direccién | Secuencia (5°-3") | Amplicon
Molecular completo (pb)
ITS Internal ITS-1 Forward | TCCGTAGGTGA
Transcribed ACCTGCGG 650
Spacer ITS-4 Reverse | TCCTCCGCTTAT
TGATATGC

Una vez que se obtuvo la mezcla “Master Mix”, en la cabina ADN/RNA UV cleaner box UVC/T-
M-AR se adiciond la suspensién en mismo volumen (23 uL) a 16 tubos para PCR (0.2 mL), de los
cuales a 8 se les agregd 2 pL de ADN gendmico de la muestra de interés a 25 ng/uL, 4 controles
positivos (2 con Fusarium solani y 2 con Phytophthora capsici) y 4 controles negativos con agua
grado biologia molecular. Posteriormente se llevaron los tubos al termociclador BIO-RAD T100™
Thermal Cycler.

En dicho termociclador el proceso para la amplificacién consistié en un ciclo de desnaturalizacion
inicial de 3 min a 95 °C para permitir la separacion de la doble cadena del ADN, posteriormente 35
ciclos de amplificacién que incluyen 45 s a 95 °C, 45 s a 58 °C para permitir la hibridacién de los
oligonucledtidos y 45 s a 72 °C, concluyendo con una extension final a 72 °C, de esta manera se
obtuvieron varias copias de la region de ADN especifica del marcador molecular ITS. Al terminar
el proceso ciclico con duracion total de 1 hora con 51 minutos, obtenemos una amplificacién final
con millones de copias del ADN (Fig. 12).

Electroforesis

Después de la PCR, el producto fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al 2%, en el cual
se produce una migracién de moléculas que viajan a través de un material poroso, en donde los
acidos nucleicos por poseer carga negativa (grupo fosfato) migran al polo positivo al generar un
campo magnético. De este modo se obtiene informacion sobre la cantidad y calidad del ADN
gendmico extraido, asi como de los productos obtenidos en la PCR (Pelt-Verkuil et al., 2008).

Para la preparacion de gel de agarosa al 2% se pesaron 2 g de agarosa diluidos en 100 mL de Buffer
TAE 1X, esta solucion se calenté en horno de microondas cercano al punto de ebullicién y
posteriormente se adicion6 3 pL del reactivo de tincion Gel RED 10,000 X, finalmente se vertio en
el portageles, una vez solidificado se introdujo en la camara de electroforesis y se le afiadié Buffer
TAE 1X hasta cubrir el gel. Secuencialmente en un parafilm se colocé 3 uL de Buffer de carga azul
(10X Blue Juice Gel Loading de Invitrogen), por cada muestra se adiciond 7 uL del producto de
PCR por cada Unica gota y se cargd en el pozo de gel correspondiente, ademas del marcador
molecular (100 pb MM Track It de Invitrogen). Al finalizar de cargar todas las muestras se
program¢é la fuente de poder a 80 Volts por 1 hora con 30 min, obteniendo productos con peso
similar al estimado. Consecutivamente el gel se depositd en la charola de electroforesis, para su
posterior andlisis en el fotodocumentador Biorad.
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Secuenciacién

Para la secuenciacion tipo Sanger, los productos de PCR amplificados de 650 pb se secuenciaron en
ambos sentidos con el equipo ABI PRISM 3130 de Applied Biosystems® mediante la quimica
BigDye™ Terminator v3.1. en el Laboratorio de Biologia Molecular del CNRF.

7.3.3.3 Analisis filogenético de secuencias gendmicas de ADN

Mediante el andlisis filogenético se puede lograr estimar una relacién de parentesco con la
reconstruccion de un arbol filogenético que muestra la historia evolutiva del grupo taxonémico de
estudio, mediante una comparacion de la secuencia nucleotidica obtenida con otras secuencias
depositadas previamente en bancos publicos de genes (Gallou et al., 2015).

Inicialmente en el Centro Nacional para la informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en
inglés National Center for Biotechnology Information) se corroboré el agente de interés a nivel
género. Secuencialmente se utilizd el programa informatico “Herramienta basica de busqueda de
alineacion local — NCBI” (BLAST) (White et al., 1990).

Posteriormente en “GenBank”™, la base de datos de secuencias genéticas de Institutos Nacionales de
Salud (NIH, por sus siglas en inglés National Institutes of Health) se seleccionaron todas las
secuencias reportadas en NCBI de BLAST, asi como por Dimuthu et al., 2014 y Marin-Felix et al.,
2017 pertenecientes al género del agente causal de negrilla previamente identificado.

Para la construccion del arbol filogenético se utilizo el programa “Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (mega)”, el modelo de sustitucion nucleotida fue “T92+G-Tamura 3 parameter” con
distribucion gama y la reconstruccion filogenética se realizd con el algoritmo “InL Construct/Test
Maximun Likelihood Tree”.

7.4. Sintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) se realiz6 un arreglo que consistié de una
parrilla de calentamiento que posee un regulador para controlar la velocidad de agitacién y la
temperatura del matraz bola (reactor); en un extremo se suspende un termémetro que mide la
temperatura alcanzada en el sistema de reaccion y en el otro de sus extremos se acopla una jeringa
para inyectar la solucién reactante (en la parte central lleva acoplado un sistema refrigerante para el
proceso de reflujo).

Se utiliz6 citrato de sodio como agente reductor y estabilizador al mismo tiempo. Para preparar las
nanoparticulas monometalicas de plata, se utiliz6 la técnica quimica coloidal. Se prepararon
soluciones nitrato de plata (0.033 mmol de AgNOs en 25 mL de agua).

Para la preparacion de las AgNPs, 50 mL de la solucion de nitrato de plata fue puesta a reflujo a
100 °C y en agitacion, 5 mL de solucion acuosa al 1% de citrato de sodio fue adicionada y puesta
reflujo por 2 h. Después de la introduccion de la solucion de citrato, se observo el color amarillo
caracteristico de dispersiones coloidales metalicas de Ag de tamafio nanométrico, antes de dicho
cambio, hubo un periodo de induccién o de espera de aproximadamente 40 min., debido a la
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formacion del precursor. Al finalizar las 2 h, se obtuvieron dispersiones de coloidales estables en
concentraciones de 80, 100 y 150 ppm.

7.4.1. Caracterizacion morfologica y estructural de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

Los coloides de nanoparticulas de plata en agua desionizada como solvente, estas soluciones con
concentraciones de 80, 100 y 150 ppm, se caracterizaron Opticamente en el espectrofotometro UV-
Visible Thermo Scientific Serie GENESYS 10S, posteriormente se sometieron a un analisis por
Microscopia Electronica de Barrido (SEM) para obtener la informacion referente a su forma,
tamafio, cristalinidad y composicion; en un equipo JEOL IT-300, que estd equipado con
Espectroscopia de rayos X dispersados (EDS).

Las soluciones coloidales de nanoparticulas de plata (AgNPs) se sonicaron durantel0 min para
evitar que las particulas se aglomeraran, posteriormente se tomd una muestra de cada
concentracion, estas se depositaron sobre cintas de carbono, y posteriormente en el portaobjetos,
finalmente se dejaron secar. De manera general, el funcionamiento del Microscopio Electronico de
Barrido, es el siguiente, en el filamento de tungsteno se obtiene un voltaje de aceleracion que opera
desde 0.3 hasta 30 kV, que envia electrones que pasan por bobinas electromagnéticas (lentes), las
lentes dirigen el haz de electrones a la muestra y la interaccion con los electrones, genera un estado
de excitacion, el cual libera energia, que es identificada por los detectores de electrones
retrodispersados y secundarios, estas sefiales son las que daran lugar a la formacién de la imagen.

7.5. Evaluacidn del efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) en el crecimiento in
vitro del hongo

Para la evaluacion del efecto de las nanoparticulas de plata, se adiciond6 AgNPs al PDA, a
concentraciones de 0, 10, 30 y 45 ppm, posteriormente se colocaron discos de 4 mm de diametro
micelar.

Durante el periodo evaluacion con ayuda de un vernier digital se midié al primer, segundo, tercer,
cuarto y quinto dia el crecimiento radial, para obtener la velocidad de crecimiento radial de acuerdo
con la ecuacion 1:

. L crecimiento radial (mm)
Velocidad de crecimiento =

h
1)
En cuanto al porcentaje de inhibicién se calculé mediante la ecuacion 2:
L crecimiento radial con AGNPs
% Inhibicion = — - * 100
crecimiento radial del control
)
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7.6. Evaluacion del efecto de AgNPs en el crecimiento in vivo del agente causal de la
negrilla inoculado en hojas de A. salmiana.

7.6.1. Obtencion de suspension de conidios

En condiciones estériles y de asepsia, se raspo el medio PDA con crecimiento de micelio de cajas
Petri, se macero6 hasta la obtencion de una pasta homogénea la cual fue filtrada con ayuda de una
solucion de Tween al 20%. Se realiz6 un segundo filtrado y se transfirié a tubos falcon para su
centrifugacién a 18 °C con una velocidad de 5,000 rpm durante 15 min, rescatando el pellet que
contenia los conidios.

7.6.2. Cuantificacién de conidios

Para la cuantificacion de los conidios se realiz una suspension en una relacion 1:10 y se coloco 10
uL de la suspension sobre una cdmara de Neubauer. La cdmara se llevé a microscopio, y con ayuda
de un contador de células se contaron los conidios en 5 cuadrantes. Para el célculo de la
concentracion se aplico la ecuacion 3:

nuamero de conidios x 10,000

Concentracion (conidios/mL) = — —
namero de cuadros x dilucion

3)
Donde el nimero de conidios es la suma de todos los contabilizados en cada cuadro seleccionado de
la cdmara de Neubauer, y el valor 10,000 una constante que deriva de las propiedades volumétricas
de la camara.

7.6.3. Preparacion del inéculo

En condiciones asépticas se diluy6 la suspension de conidios hasta alcanzar una concentracién final
de 1x10° conidios/mL.

7.6.4. Inoculacion por aspersion del agente causal de negrilla en tejido vegetal de A.
salmiana.

Se seleccionaron 96 magueyes visualmente sanos, posteriormente se dividieron en 12 grupos,
conformados por ocho hijuelos de A. salmiana Otto ex Salm-Dyck, mismos a los que se les
realizaron tres heridas foliares de 4 mm de diametro.

Para evaluar un posible efecto toxicoldgico de las AgNPs, las heridas foliares fueron asperjadas con
0, 80, 100 y 150 ppm del compuesto quimico (grupos 1, 2, 3y 4, respectivamente). Dichos grupos
recibieron tres aplicaciones con tres repeticiones (Figura 8a).

Para evaluar si la aplicacion de AgNPs podria tener efecto preventivo sobre la incidencia y
severidad de la negrilla en agave, se aplicaron éstas a diferentes concentraciones (0, 80, 100 y 150
ppm) sobre las heridas foliares 14 dias antes de la inoculacion con el agente fungico (grupos 5, 6, 7
y 8, respectivamente). Dichos grupos recibieron tres aplicaciones de AgNPs con tres repeticiones
por herida al dia -14, -7 y 0 (Figura 8b).
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Por ultimo, para evaluar un efecto correctivo de la enfermedad, se aplicaron AgNPs en
concentraciones de 0, 80, 100 y 150 ppm sobre las heridas foliares (grupos 9, 10, 11 y 12,
respectivamente) 14 dias después de la inoculacion. Dichos grupos recibieron tres aplicaciones de
AgNPs con tres repeticiones al dia 0, +7 y +14 (Figura 8c).
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Figura 8. Efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) a diferente concentracion asperjadas pre y post
inoculacion del agente patogénico a diferentes grupos constituidos por ocho hijuelos de A. salmiana.
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(A) Aplicacion de AgNPs a diferentes concentraciones (Grupos 1-4) sobre hojas de agave para
evaluar el posible efecto toxicoldgico de las nanoparticulas. (B) Aplicacion de AgNPs a diferentes
concentraciones (Grupos 5-8) sobre hojas de agave a los -14, -7 y 0 dias antes de la inoculacion con
el agente infeccioso (tratamiento preventivo). (C) Aplicacién de AgNPs a diferentes concentraciones
(Grupos 9-12) sobre hojas de agave a los 0, 7 y 14 dias post inoculacion (tratamiento correctivo).
Cada grupo se conformo aleatoriamente con ocho hijuelos de A. salmiana

Figura: Autoria propia.

Evaluacion de sintomatologia

Se realizaron 3 evaluaciones de los sintomas y signos presentados a los 15, 28 y 70 dias post
inoculacion para cada tratamiento. Para determinar el porcentaje de incidencia de la enfermedad se
calculé mediante la ecuacion numero 4:

Numero de plantas enfermas

Total de plantas evaluadas

(4)

Para la evaluacion de severidad de cada tratamiento se propuso la creacion de una tabla utilizando 5
categorias respecto al porcentaje de follaje afectado (Tabla 7, Fig. 9).

Tabla 7. Categorias de severidad para la evaluacion de dafios producidos por el agente causal de
negrilla en Agave salmiana

Grado de severidad

Descripcion

0 0% de follaje afectado: Planta visualmente sana.

1 1 al 20% de follaje afectado: Hojas basales con amarillamiento y/o necrosis
apical, manchas verde o amarillo claro a oscuras, ovoides o redondas

2 21 al 40% de follaje afectado: Hojas basales amarillas con necrosis, hojas
medias con manchas verde o amarillo claro a oscuras, ovoides o redondas
con un halo clorético, distribuidas uniformemente sobre el &rea foliar.

3 41 al 60% de follaje afectado: Hojas con necrosis, manchas amarillas o
marrones a negras, distribuidas uniformemente sobre el area foliar.

4 61 al 80% de follaje afectado: Hojas con manchas grisiceas a negras en
ambas caras de la penca distribuidas uniformemente sobre el area foliar.

5 81 al 100% de follaje afectado: Planta totalmente cubierta por manchas

negras en el area foliar, hojas medias con clorosis 0 necrosis y hojas
basales completamente secas.
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Figura 9. Categorias de severidad.
(A) Grado 0, con 0% de follaje afectado, B) Grado 1, con 1 al 20% de follaje afectado, C) Grado 2,
con 21 al 40% de follaje afectado D) Grado 3, con 41 al 60% de follaje afectado, E) Grado 4, con 61

al 80% de follaje afectado y F) Grado 5, con 81 al 100% de follaje afectado.
Figura: Autoria propia.

Posteriormente para la evaluacién de severidad por categoria se calculé6 mediante la ecuacion
namero 5:

Numero de plantas enfermas por categoria
S = * 100
Total de plantas evaluadas

()

7.7. Andlisis estadisticos

Para los disefios experimentales, se realizd un analisis de varianza de una sola via (ANOVA) a un
nivel de significancia de 5 % (P < 0.05). Posteriormente para comprobar si el analisis de varianza
fue significativo, se realizd la prueba de Tukey de comparacion maltiple de las medias con el
mismo nivel de significancia en el programa de Minitab 18.
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8. Resultados

8.1. Evaluacién de condiciones éptimas de crecimiento in vitro del agente causal de la
negrilla

Con la finalidad de evaluar las condiciones Optimas de crecimiento de las cepas, se probaron dos
valores de pH: 4 (Fig. 10) y 5 (Fig.11) en el medio de crecimiento, en condiciones de oscuridad y
temperaturas de 28 °C. Para cuantificar el crecimiento de las cepas en cada pH analizado, se midio
el crecimiento radial de las colonias durante los primeros 5 dias de incubacién y se calcul6 la
velocidad de crecimiento de acuerdo con la ecuacion 1.

Como se observa en la Figura 10A, el micelio de las tres cepas se tornd negro-grisaceo a los 30 dias
y su crecimiento se vio tipo abultado. La velocidad del crecimiento de las cepas bajo pH 4 no vari6
significativamente (Fig. 10B) en el periodo evaluado, indicando que el pH no afecta la velocidad de
crecimiento para alguna de las cepas.
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Figura 10. Efecto del pH 4 del medio de cultivo en el crecimiento de tres diferentes cepas del agente
patogénico responsable de la negrilla.
(A) Fotografia representativa del crecimiento de tres diferentes cepas en medio PDA con un pH ajustado de 4
a los 30 dias de incubacion, (B) Velocidad media del crecimiento radial de las 3 cepas crecidas en medio PDA
con un pH de 4 en los tiempos indicados. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia significativa
entre las cepas (Tukey, p<0.05).
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Respecto al pH 5, las cepas evaluadas a los 30 dias mantuvieron el color negro del micelio,
caracteristico de dicha enfermedad (Fig. 11A). De las tres cepas evaluadas, la 3 fue la que presentd
mayor velocidad de crecimiento y ésta fue diferente estadisticamente a las cepas 1y 2 (Fig. 11B).
De acuerdo con estos resultados, se eligio la cepa 3 y un pH de 5 para los experimentos
subsecuentes.
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Figura 11. Efecto del pH 5 del medio de cultivo en el crecimiento de tres diferentes cepas del agente
patogénico responsable de la negrilla.
(A) Fotografia representativa del crecimiento de tres diferentes cepas en medio PDA con un pH ajustado de 5
a los 30 dias de incubacion, (B) Velocidad media del crecimiento radial de las 3 cepas crecidas en medio PDA
con un pH de 5 en los tiempos indicados. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia significativa
entre las cepas (Tukey, p<0.05).

44



8.2. Identificacion y caracterizacion del agente causal de negrilla en A. salmiana
8.2.1. Identificacion morfométrica
Morfologia macroscopica

Las colonias en PDA regularmente alcanzan 10 mm de didmetro en 1 semana, con micelio aéreo
escaso a moderado que da una apariencia ligeramente algodonosa o tipo costra, presenta tonalidades
blancas o grises en juventud, al madurar éstas se tornan negras en superficie y en el reverso gris
oscuro o negro (Fig. 12).

Figura 12. Crecimiento del patégeno causante de negrilla a los 30 dias en medio PDA.
(A) Anverso y (B) reverso de la colonia.

Morfologia microscépica

Conididforos (60-140 x 4-8 um) solitarios o en pequefios grupos ramificados, rectos o ligeramente
curvos, con tonalidades hialinas a café marron, grises oscuros o negros olivaceos. Conidios con 3-8
pseudoseptos (promedio 8), 30-80 (promedio 50) de largo y 12-20 (promedio 15) um de ancho,
lisos, rectos o ligeramente curvados, de tonalidades hialinas cuando estan inmaduros, cuando
maduran se tornan de café marrdn u olivaceo a grises oscuros. Hilum inconspicuo a ligeramente
oscuro de 3-10 um de ancho. Germinacion conidial bipolar (Fig. 13).
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Figura 13. Identificacion morfométrica del hongo causante de la negrilla.
(A-D) Conidioforos, (E-1) Conidios. Objetivo de lente: 40 X.

8.2.2. Andlisis filogenético de secuencias genémicas de ADN

Puesto que la identificacion morfoldgica de los hongos tiene muchas limitantes, se secuencio6 la
region ITS del agente causante de la negrilla. El analisis BLASTN de la secuencia ITS indic6 que la
cepa en estudio, nombrada como “Bipolaris LF BZ 001 (Agave)” es cercano molecularmente a
Bipolaris zeae (Fig. 14).
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g1 | KM230389 Bipolaris maydis

61 KM230390 Bipolaris maydis
o0 AFO71325 Cochliobolus heterostrophus
oo | KJ922388 Bipolaris yamadae
L K1922387 Bipolaris yamadae
=3 100 | KF500530 Bipolaris drechsleri

K.J909780 Bipolaris sorokiniana
K.1909791 Bipolaris sorokiniana
KM230394 Bipolaris zeae

—— K.J908736 Bipolaris zeae

*2 || K¥905676 Bipolaris variabilis

KXY805677 Bipolaris variabilis ‘
K.J908787 Bipolaris zeae
L Hipolaris LF BZ 001 (Agave)

57 [ KM230397 Bipolaris zeicola
KM230398 Bipolaris zeicala
K.1909785 Bipolaris victoriae
K.JA08778 Bipolaris victoriae

o | KM230392 Bipolaris oryzae
KMZ230393 Bipolaris oryzae

# KJ922385 Bipolaris coffeana
o4 | KJ922384 Bipolaris coffeana
J¥256412 Bipolaris cynodontis
K.J909767 Bipolaris cynodontis
nm

! KF500521 Bipolaris drechsler

Figura 14. Arbol filogenético basado en secuencias de la region ITS del ADN de hongos. La flecha sefiala al
hongo obtenido del estudio. Los nimeros en las ramas indican los valores de bootstrap.
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8.3. Caracterizacion morfoldgica, estructural y molecular de las nanoparticulas de
plata (AgNPs)

Caracterizacion optica de AgNPs

Mediante el espectrofotometro UV-visible Thermo Scientific Serie GENESYS 10S, se realizo la
caracterizacién optica de las muestras coloidales sintetizadas y se obtuvieron las curvaturas de
absorbancia de las AgNPs, los picos maximos de resonancia de plasmon de superficie resultantes
para 45y 150 ppm se encontraron a una longitud de onda de 432 nm para ambos analitos, tal como
se muestra en la Figura 15. En cuanto a la absorcién Optica de la plata, esta es mas pronunciada
conforme se incrementa la concentracion de las AgNPs.

Las tonalidades amarillentas de las AgNPs dispersas en agua desionizada, son caracteristicas y se
relacionan con sus tamafios promedio. Esta peculiaridad se explica como la absorcion éptica de
radiacion electromagnética a muy precisas longitudes de onda, debido a la oscilacion coherente de
los electrones de la banda de conduccion, en respuesta a la interaccion con el campo
electromagnético, fenémeno fisico conocido como Resonancia de Plasmones de Superficie (RPS).

= AgNPs 150 ppm
—— AgNPs 45 ppm

N
1
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|

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T
300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 15. Curvas de absorbancia a diferentes concentraciones de AgNPs obtenidas por Espectroscopia Uv-
vis.
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Caracterizacion morfoldgica y estructural de AgNPs

Mediante el Microscopio Electronico de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning Electronic
Microscopy) se identifico a las AgNPs como un coloide, fase solida (nanoparticulas de plata)
dispersas en una fase liquida (solvente: agua desionizada), los cimulos de nanoparticulas obtenidas
presentaron un tamafio promedio de 650 nm, 401 nmy 614 nm para las concentraciones de 80, 100
y 150 ppm, respectivamente. Durante las mediciones se observo la forma semiesférica de las
AgNPs tal como se muestra en la Figura 16.

Figura 16. Micrografias representativas resultados de la caracterizacion de AgNPs a diferentes
concentraciones con SEM.
(A-C) Medicidn y caracterizacion de AgNPs a 80, 100 y 150 ppm y (D) Medicién e identificacion de forma
semiesférica de nanoparticula a 80 ppm.
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Andlisis quimico-elemental de nanoparticulas de plata (AgNPs)

Para el analisis de las AgNPs se realiz6 por espectroscopia de rayos X dispersados, se analizaron los
datos de varios espectros de las AgNPs en diferentes concentraciones y se obtuvo un promedio de
cada una de ellas.

La composicion promedio resultante de las nanoparticulas de plata (AgNPs) a concentracion de 80
ppm fue del 75% de carbono, 20% de oxigeno y 5% de plata; a una concentracion de 100 ppm fue
del 71% de carbono, 18% de oxigeno y 11% de plata, mientras que para la concentracion de 150
ppm la composicién promedio fue del 79% de carbono, 15% de oxigeno y 6% de plata.

Las siguientes figuras muestran los resultados de la composicion de algunos espectros a diferente
concentracién (Fig. 17, 18 y 19).
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Figura 17. Caracterizacion e identificacién de composicion de las AgNPs a 80 ppm obtenidas por SEM.
(A) Micrografia representativa de la caracterizacién de AgNPs a 80 ppm de diferentes espectros obtenidos por
SEM, (B) Composicion de AgNPs a 80 ppm correspondiente al espectro 4.
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Electron Image 4
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Figura 18. Caracterizacion e identificacién de composicion de las AgNPs a 100 ppm obtenidas por SEM.
(A) Micrografia representativa de la caracterizacién de AgNPs a 100 ppm de diferentes espectros obtenidos
por SEM, (B) Composicion de AgNPs a 100 ppm correspondiente al espectro 8.
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Electron Image 7
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Figura 19. Caracterizacion e identificacion de composicion de las AgNPs a 150 ppm obtenidas por SEM.
(A) Micrografia representativa de la caracterizacion de AgNPs a 150 ppm de diferentes espectros obtenidos
por SEM, (B) Composicién de AgNPs a 150 ppm correspondiente al espectro 16.

Como se aprecia en las figuras se observan distintos elementos quimicos, esto es debido a que al
estar las muestras en contacto con la atmdsfera presentan una contaminacién atmosférica,
caracterizada por la presencia de elementos como el oxigeno y carbono, ademas de la presencia de
oro por el recubrimiento que nos permite la incidencia de electrones en la muestra.
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8.4. Evaluacion del efecto de las nanoparticulas de plata en el crecimiento in vitro del
hongo

Para evaluar si las nanoparticulas tenian un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del hongo
responsable de la negrilla, se afiadieron nanoparticulas de plata al medio PDA, alcanzando
concentraciones finales de 0, 10, 30 y 45 ppm.

Como se observa en la Figura 20A, la presencia de AgNPs modificd la pigmentacion del micelio,
pues si bien, en ausencia de las AgNPs el micelio era color negro, en su presencia, indistintamente a
su concentracion, el micelio se torné color crema. Asimismo, es importante hacer notar que la
presencia de AgNPs afect6 también el color del medio de crecimiento, pues a las concentraciones
mayores el PDA se tornd negro-grisaceo. Respecto al crecimiento miceliar, se observo que las
AgNPs inhibieron el crecimiento del hongo, indicando que el hongo es susceptible a dicho
compuesto desde concentraciones muy bajas.

(A) 0 ppm 10 ppm 30 ppm 45 ppm

(B)
90.00 -

80.00 -
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Figura 20. Inhibicién in vitro del crecimiento del agente fitopatégeno a diferentes concentraciones de AgNPs
en medio PDA.
(A) Crecimiento del hongo en medio PDA contaminado con diferentes concentraciones de AgNPs, (B)
Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia
significativa entre las cepas (Tukey, p<0.05).
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Para caracterizar mejor el efecto inhibitorio de las AgNPs sobre el hongo, se calculé el porcentaje
de inhibicion basado en el crecimiento radial. Tal como se aprecia en la Figura 20B, el méximo
porcentaje de inhibicidn se observa con la concentracion de 45 ppm, en los dias 1 y 2, a partir del
dia 3, independientemente de la concentracidn, el porcentaje de inhibicion disminuye con respecto a
los primeros dias.

8.5. Evaluacion in vivo del efecto toxicologico de las nanoparticulas de plata (AgNPs
sobre el fenotipo de los hijuelos de A. salmiana

Para descartar un posible efecto toxicolégico de las AgNPs sobre las plantas, éstas se aplicaron
sobre plantas sanas y se le realiz6 un seguimiento a los fenotipos en las zonas de infiltracion a los
15, 28 y 70 dias. Como se distingue en la Figura 21, las AgNPs, sin importar su concentracion, no
generaron dafios observables en las plantas durante el periodo de evaluacion estudiado.

Figura 21. Evaluacion de efecto toxicoldgico en fenotipos de A. salmiana asperjados con diferentes
concentraciones de AgNPs.
Fotografia representativa de planta asperjada con (A) 0 ppm, (B) 80 ppm, (C) 100 ppmy (D) 150 ppm de

AgNPs a los 70 dias de la aplicacion.
8.5.1. Evaluacién de incidencia

La incidencia indica la cantidad de plantas enfermas con respecto a la totalidad de plantas evaluadas
(Nutter et al., 2006). Para evaluar la eficiencia de las AgNPs para prevenir o disminuir los sintomas
de enfermedad, se calculd la incidencia de la enfermedad mediante la ecuacion nimero 4, en
hijuelos de A. salmiana pretratados con AgNPs e inoculados con el agente fungico a los 15, 28 y 70
dias pre y post inoculacion. En cada tratamiento se evalud a 32 hijuelos (8 plantas para cada uno de
los grupos).

Como se observa en la Tabla 8, la incidencia se mantuvo similar en el periodo evaluado, excepto a
los 70 dias pre-inoculacién, donde en condiciones control se alcanz6 el 100% de incidencia. De las
tres concentraciones de AgNPs estudiadas, la de 150 ppm fue la que presentdé menor incidencia de
enfermedad.
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Respecto al tratamiento correctivo (Tabla 8B), se observd que hubo una menor incidencia de
enfermedad Unicamente en la dosis de mayor concentracién de AgNPs (150 ppm) comparado con

las dosis de 80 y 100 ppm en todo el tiempo evaluado.

Tabla 8. Evaluacion del porcentaje de incidencia en fenotipos de A. salmiana asperjados con AgNPs a

diferente concentracion a los 70 dias pre y post inoculacion.

(A)
Porcentaje de incidencia
AgNPs (ppm) Dias pre-inoculacion
15 28 70
0 87.5 87.5 100
80 75 75 75
100 87.5 87.5 87.5
150 62.5 62.5 62.5
(B)
Porcentaje de incidencia
AgNPs (ppm) Dias post inoculacién
15 28 70
0 100 100 100
80 100 100 100
100 87.5 100 100
150 50 50 50

(A) Porcentaje de incidencia en tratamiento preventivo con aplicacién de AgNPs a diferentes
concentraciones, pre-inoculacion a los -7, -14 y 0 dias, (B) Porcentaje de incidencia en tratamiento
correctivo con aplicacion de AgNPs a diferentes concentraciones, post inoculacionalos 0, 7y 14
dias.

8.5.2. Evaluacién de severidad

La severidad evalla la frecuencia con la que se presentan las diferentes categorias de dafio en
relacién con el total de plantas o hijuelos enfermos (Nutter et al., 2006).

Para evaluar si los tratamientos preventivos y correctivos de AgNPs disminuian la severidad de la
enfermedad, se aplicaron AgNPs a diferentes concentraciones en hijuelos de A. salmiana antes y
después de la inoculacidn. Las evaluaciones se realizaron a los 70 dias pre y post inoculacion. En
cuanto al nivel de severidad de cada tratamiento se asign6 de acuerdo con la Tabla 6 de categorias
de severidad, posteriormente para obtener el porcentaje de severidad por categoria se calcul6
mediante la ecuacion nimero 5.

Tal como se muestra en la tabla 9A, para el tratamiento preventivo el maximo nivel de severidad
que se presento fue de 4. Solo el grupo control, que no recibi6 tratamiento con AgNPs, tuvo plantas
en esta categoria de severidad de la enfermedad. El nivel maximo de severidad observado a 80 y
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100 ppm de AgNPs fue 3, mientras que para 150 ppm fue de 2, indicando que existe un efecto
protector de las AgNPs de una forma dosis-respuesta, ya que, a mayor concentracién, menor
porcentaje de severidad.

Respecto al tratamiento correctivo (Tabla 9B), el nivel maximo de severidad fue de 4, sin importar
el tratamiento usado; sin embargo, se observo un mayor nimero de plantas del grupo control con el
nivel 4, a diferencia de los tratamientos correctivos (12.5%). En el grupo tratado con la mayor
concentracion de AgNPs, la mitad de su poblacién no presentd sintomatologia de enfermedad,
indicando su eficiencia para contener la enfermedad.

Tabla 9. Evaluacién del porcentaje de severidad en fenotipos de A. salmiana asperjados con AgNPs a
diferente concentracion a los 70 dias pre y post inoculacién.

(A)
AgNPs Porcentaje de severidad por categoria de severidad
(ppm) 0 1 2 3 4 5
0 0 37.5 25 12.5 25 0
80 25 25 37.5 12.5 0 0
100 12.5 12.5 62.5 12.5 0 0
150 37.5 50 25 0 0 0
(B)
AgNPs Porcentaje de severidad por categoria de severidad
(ppm) 0 1 2 3 4 5
0 0 0 12.5 50 37.5 0
80 0 12.5 25 50 12.5 0
100 0 37.5 37.5 12.5 12.5 0
150 50 25 12.5 0 12.5 0

(A) Porcentaje de severidad de tratamiento preventivo en fenotipos de A. salmiana asperjados con AgNPs a
diferente concentracion a los 70 dias pre-inoculacion, (B) Porcentaje de severidad de tratamiento correctivo
en fenotipos de A. salmiana asperjados con AgNPs a diferente concentracion a los 70 dias post inoculacion.
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9. Discusién de Resultados

Los hongos generalmente son organismos microscépicos, que carecen de clorofila y de tejidos
conductores. De las 100,000 especies de hongos conocidos, la mayoria son saprofitas y mas de las
8,000 especies de hongos producen enfermedades en las plantas (Agrios, 1998). La identificacion
de hongos se realiza por diferentes métodos, tales como medicién morfométrica, basada en la
observacion y medicién de estructuras diferenciales que permitan asociar a los especimenes con
grupos taxonémicos de hongos (Carris et al., 2012) o diagno6stico molecular, que comprende la
amplificacién de genes especificos, secuenciacion y filogenia molecular.

De acuerdo con los resultados de las caracteristicas macro y microscopicas obtenidas en el presente
proyecto, se proponen a las especies Bipolaris zea y B. variabilis como los posibles agentes
patogénicos causantes de negrilla en A. salmiana, hipotesis sustentadas por las claves taxondémicas
de “Dematiaceous Hyphomycetes” de Martin, 1971 y “The genus Bipolaris” de Dimuthu et al.,
2014.

Para confirmar la identificacion del hongo, se utilizaron ademas técnicas de biologia molecular para
la secuenciacion de su ADN. Para ello, se tomaron como referencia los marcadores moleculares
ITS-1 e ITS-4 propuestos por las claves taxonémicas anteriormente mencionadas. En concordancia
con la identificacion morfométrica se corroboro el género Bipolaris. Mediante el analisis de la
secuencia a través del programa informatico BLAST se obtuvo 99.78% de identidad con B. zeae,
mientras que B, variabilis present6 un porcentaje de identidad del 99.55% de manera que se sugiere
que la especie B. zeae 0 una especie altamente relacionada, es el agente patogénico causante de
dicha enfermedad.

La identificacion del presente proyecto no coincide con lo reportado por Hernandez et al. (2022),
quienes identificaron a Curlvularia lunata como el agente responsable de la negrilla de A. salmiana.
En dicho trabajo se realizé la caracterizacion macroscopica y microscopica encontrando a nivel
género a Curvularia y, mediante identificacion molecular usando los marcadores ITS-1 e 1TS-4,
encontraron a nivel especie a C. lunata. La diferencia de resultados podria explicarse por el
complejo Cochliobolus, Bipolaris y Curvularia, especies taxondmicamente confusas debido a los
cambios constantes en la nomenclatura de algunos de sus integrantes asexuales, los cuales se han
diferenciado con base a la morfologia de sus conidios (Piontelli, 2015). Dimuthu et al. (2012)
concluyeron que no hay un limite morfoldgico claro entre dichos géneros, encontrando sinonimia en
algunas especies de Curvularia y Bipolaris. Tras realizar analisis genéticos combinados de ITS, la
gran subunidad (LSU) ADN, GPD y el gen del factor de elongacion 1-a (EF1-o), tanto Curvularia
lunata (anamorfo del teleomorfo Cochliobolus lunatus) como Bipolaris zeae comparten taxonomia
similar y pertenecen a este complejo estrechamente relacionado que podria llegar a suponer mas de
un agente fitopatdgeno como causante de la negrilla (Zhang et al., 2013; SENASICA, 2018).

Este reporte corrobora la identificacion de B. zeae como agente responsable de la negrilla, agente
atipico del agave. El género Bipolaris ha sido aislado principalmente de pastos y otros integrantes
de la familia Poaceae; sin embargo, también existen reportes en cultivos como la alcachofa,
pitahaya, café, uva, jitomate entre otros (Ben-Ze“ev, 2011; Dimuthu et al., 2014; Zhao et al., 2017).
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Los métodos de control de la negrilla en agave son escasos, ya que recurren a métodos mecanicos
en los que las pencas afectadas son retiradas y quemadas o enterradas. Este Ultimo control es una de
las causas por las que se disemina la enfermedad, ya que las esporas pueden permanecer en el suelo
y al entrar en contacto con animales o aire viajan hasta encontrar un nuevo hospedero, los métodos
guimicos como el uso de agroguimicos en especial los de amplio espectro pueden afectar la salud de
los consumidores y productores, ademas de generar dafios en el medio ambiente (Rodriguez et al.,
2017; Jiménez-Quintero et al., 2016).

Por lo anterior, en este estudio se implemento el uso de nanoparticulas de plata, por sus propiedades
antimicrobianas, antifungicas y antivirales (Gupta et al., 2018). El uso de las NPs fue explorado en
condiciones in vitro e in vivo. Para las condiciones in vitro se implementaron AgNPs a
concentraciones de 10, 30 y 45 ppm, siendo 45 ppm la que mayor efecto inhibitorio presentd a
partir del dia 3. Este resultado coincide con Gutarowska et al. (2012), quienes reportaron que las
AgNPs bajo la misma concentracion de 45 ppm disminuyeron el 94% del crecimiento in vitro de
diferentes hongos tales como Aspergillus niger, Penicillium digitatum, Cladosporium
cladosporoides, Alternaria alternata, Mucor racemosus, Rhizopus nigricans, entre otros; de igual
manera Pietrzak y Gutarowska, (2015), las AgNPs a 45 ppm presentes en el medio de crecimiento
disminuyeron el nimero de hongos (33-85%) y eliminaron algunas cepas de manera in vitro, por
ejemplo, Alternaria alternata y Cryptococcus laurentii. Asimismo, Madeeha et al. (2023) utilizaron
AgNPs para el control del tizon temprano causado por Alternaria solani, reportando que la tasa de
inhibicion aument6 del 20% al 81% con el aumento de la concentracion de NPs, resultando méxima
inhibicion a 50 ppm, concentracion similar a la utilizada en el experimento in vitro.

Respecto a las condiciones in vivo, primero se evalu6 la toxicidad de las AgNPs sobre las plantas de
A. salmiana y se encontr6 que la aspersion con estas particulas no gener6 dafios sobre ellas, similar
a lo reportado por Alvarez-Carvajal et al. (2021), quienes no observaron efectos toxicos en las
plantulas de tomate evaluadas. Sin embargo, no se puede garantizar la inocuidad de las particulas,
pues so6lo se analiz6 el fenotipo de las plantas. Existen reportes que aseguran que el ion de plata es
la segunda forma mas téxica de un metal pesado, superado solo por el mercurio (Doudoroff and
Katz, 1953; Albright et al., 1972). De igual forma, se ha reportado que los iones Ag*, presentes en
las AgNPs, si generan toxicidad en las plantas de las familias Poaceaes y Solanaceaes, entre otras
familias. Por ejemplo, las AgNPs a concentraciones de 10, 20, 40, 50 ppm aplicadas en trigo
(Triticum aestivum L.) produjeron aberraciones cromosomicas (Abdelsalam et al., 2018); las AgNPs
utilizadas a una concentracion de 0, 2, 10, 20 mg/L sobre plantas de papa (Solanum tuberosum)
incrementaron el contenido de ROS, aniones y muerte celular (Bagherzadeh and Ehsanpour, 2016);
las AgNPs a una concentracion de 800 pg/kg en haba (Vicia faba) disminuyeron la germinacion,
longitud de brotes y raices, asi como retrasé en nodulacion de la raiz (Abd-Alla et al., 2016).

La diferencia de resultados en comparacion con los obtenidos en el tratamiento toxicolégico in vivo,
no solo se explica por el uso de concentraciones propuestas por estudios en los que reportaron
toxicologia nula (Alvarez-Carvajal et al., 2021) o por la morfologia del agave el cual por tener
fibras en las hojas le aporta mayor rigidez en comparacién con otras familias de plantas (Garcia-
Mendoza, 2007), sino también, se debe a que los fenotipos de A. salmiana estuvieron en
condiciones controladas, sin contacto directo al sol u otros factores tanto bioticos como abidticos
que promovieran mayor liberacién de iones Ag*, tal como lo afirma Klein et al. (1998), en su
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estudio de arboles tratados con AgNPs, quienes encontraron que el contenido de plata presente en
los mismos dependia de la exposicion a los rayos solares y las variaciones estacionales.

Sobre la efectividad del tratamiento de las AgNPs para el control de la negrilla, en el presente
trabajo se evaluaron concentraciones de 80, 100 y 150 ppm, dosis similares a las utilizadas para
controlar a los fitopatdgenos Xanthomonas perforans, Aspergillium flavus, Penicillium verrucosum,
Fusarium chlamydosporum y Fusarium oxysporum en los cultivos de jitomate (Solanum
lycopersicum) y rdbano blanco (Raphanus sativus var. aegyptiacus) (Mathews et al., 2013; Safaa et
al., 2015 y Alvarez-Carvajal et al., 2021). De acuerdo con los resultados tanto para el tratamiento
preventivo como el correctivo, la dosis en la que se observé una menor incidencia y severidad fue la
de 150 ppm, coincidiendo con lo reportado por Safaa et al. (2015) para el control de los
fitopatégenos Aspergillium flavus, Penicillium verrucosum y Fusarium chlamydosporum en plantas
de jitomate. En dicha investigacion se implementaron AgNPs a concentraciones de 0, 50, 100, 150
y 200 ppm, de ellas la de 150 ppm fue la que presentd mejor inhibicion en el crecimiento in vivo de
F. chlamydosporum y A. flavus de aproximadamente un 50%.

Debido a que los experimentos in vivo no tuvieron repeticiones, no se puede garantizar que los
resultados sean reproducibles, por lo que se recomienda tener mas repeticiones.
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10. Conclusiones

Las nanoparticulas de plata inhiben el crecimiento in vitro e in vivo de Bipolaris zeae, hongo
fitopatogeno identificado como responsable de la enfermedad “negrilla” en Agave salmiana Otto ex
Salm-Dyck. Este tratamiento también resulta efectivo contra la infeccion de plantas inoculadas con
el agente patogénico tanto para su manejo preventivo como correctivo, aportando una herramienta
en la fitosanidad del cultivo alternativa a los fungicidas convencionales.
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