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RESUMEN

Agave americana L. es una planta que tiene una gran importancia economica y
cultural en México, en numerosos pueblos indigenas los han aprovechado durante
siglos como fuente de alimentos, bebida, medicina, combustible, cobijo, ornato,
fibras duras, abono, entre otros usos, no Unicamente de ésta especie, si ho de la
mayoria de las especies del Genero Agave, lo que ha despertado un gran interés
para adentrarnos a las investigaciones a nivel celular. Este proyecto tuvo como
objetivos: determinar la actividad enzimatica en las plantulas de Agave americana

L. infectadas con Fusarium Oxysporum



I INTRODUCCION

Agave americana L. (Maguey) es una planta originaria del centro y este de México
que fue introducida en Europa, a través de Espafia, en el siglo XVI, por los
conquistadores del nuevo mundo, primero como planta ornamental y después
como planta textil. Se comporta como invasora y puede colonizar muchos habitats
diferentes como acantilados, bosques del litoral o del interior, campos de cultivo y
zonas alteradas (CASTROVIEJO, 2013).

Estas plantas satisfacen varias necesidades de los pobladores de las zonas aridas
y semiaridas del pais, incluso llegan a ser el soporte de importantes actividades
econOmicas generadoras de riqguezas como lo son la industria tequilera, mezcalera
y de fibras naturales. Actualmente, los tallos (pifias), el aguamiel obtenido de la
pifia, quiotes (inflorescencias inmaduras), bases de las hojas y flores son aun
parte de la dieta en muchas regiones del pais, mientras que las hojas se usan
como forraje para el ganado (CASTROVIEJO, 2013).

Los agaves son de crucial importancia para nuestro pais. A pesar de lo anterior, se
han hecho relativamente pocos esfuerzos para estudiarlos, mejorarlos y
conservarlos. La mayoria de los trabajos en este sentido se han realizado con
aguellas especies ya consideradas como cultivadas, como las usadas para la
produccion de tequila, mezcal, aguamiel, pulque, fibras, etc. tal es el caso del
Agave americana (CASTROVIEJO, 2013).

Los hongos son microorganismos patégenos oportunistas que causan enfermedad
cuando las defensas de sus hospederos se encuentran débiles. Han desarrollado
estilos de vida parasitarios asociados con la capacidad de reconocer y penetrar a
un hospedero especifico. Entre los principales hospederos se encuentran las
plantas, seguidas por los mamiferos incluido el hombre, y por ultimo los insectos
(ORTONEDA M, 2004).



Para causar enfermedad los hongos patdgenos tienen varios factores de
virulencia, los cuales se despliegan determinando el potencial y la magnitud de la
infeccion. Estos factores de virulencia le permiten al hongo adherirse, penetrar e

interferir con las funciones celulares de su hospedero (ORTONEDA M, 2004)

Entre sus numerosos y variados factores de virulencia se destaca el papel de las
enzimas, mecanismo de virulencia asociado directamente con hongos con
capacidad multihospedero. Estas enzimas le permiten al hongo degradar
constituyentes importantes de las barreras de proteccion externa de los

hospederos, por lo cual puede penetrar y colonizar tejidos.

Recientemente el género Fusarium ha sido considerado como modelo de
patogénesis multihospedero, por su capacidad de infectar tanto a plantas como a
animales y humanos. En plantas es el agente causal del marchitamiento vascular,
enfermedad que afecta a una gran variedad de cultivos de gran importancia
econdémica en todo el mundo (ORTONEDA M, 2004).

Esta capacidad que tiene un microorganismo para colonizar normalmente
especies de un reino e infectar especies pertenecientes a otro se define como
salto entre reinos, la cual ha sido denominada como capacidad multihospedero
(Van Baarlen et al., 2007).

El género Fusarium comprende individuos de distribucion universal, con diferentes
caracteristicas ecolédgicas, morfolégicas y fisiol6gicas, capaces de causar una
amplia variedad de procesos infectivos en plantas, animales y humanos, y de
producir una serie de micotoxinas. Este género persiste en suelo, plantas y
material vegetal en descomposicion, donde cambios en su estructura y diversidad
pueden estar asociados a regiones especificas en el mundo. Las especies
involucradas en procesos infectivos son identificadas por caracteristicas
morfolégicas diversas y complejas; lo cual dificulta establecer unas claves
taxon6micas adecuadas y ampliamente aceptadas, mostrando una confusa e

inestable historia taxonomica por caracteristicas morfolégicas no claras, por



variaciones y mutaciones a nivel de cultivo y por el amplio concepto de especie.
Las pruebas moleculares para su identificacion son fundamentales pero necesitan
ser evaluadas cuidadosamente en un amplio rango de especies, debido a su alta
variabilidad genética. Fusarium ha tenido un enorme impacto como fitopatégeno
en el sector agricola por las grandes pérdidas en cultivos de importancia
econOmica. La amplia variedad de plantas hospedero y su dificil control en el
campo han convertido a Fusarium en un microorganismo temido por los
agricultores.



II. JUSTIFICACION

Este trabajo se realizé para determinar la actividad enzimatica de las plantas de
Agave americana, para poder conocer mas afondo como es el mecanismo de
accion que le causa a la planta cuando se inocula el Fusarium oxysporum, ya que
el marchitamiento vascular causado por el patégeno Fusarium oxysporum es la
enfermedad de mayor impacto para el cultivo de agave americana ya que México
es un pais mega diverso en especies vegetales , con mas de 75% de endemismos
(aproximadamente 150 especies figura a agave), que es el mas grande género

de la familia Agavaceae, originaria de Mesoamérica.

De manera general Agave americana ha sido poco estudiado, y derivado al uso
que se le ha dado a esta planta, se ha despertado el interés para su investigacion
en cuanto a sus propiedades, por lo anterior se propone establecer métodos para
determinar la actividad enzimatica de Agave americana; con la finalidad de poder
conocer como es su reaccion enzimatica una vez que son inoculadas con el

fusarium y el tiempo que le lleva para desarrollarla.



III. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la actividad enzimatica en plantulas de Agave americana L. infectadas

por el Fusarium Oxysporum.

Objetivos especificos

e Estandarizar la metodologia para determinar actividad enzimatica de
catalasas.
e Estandarizar la metodologia para determinar la actividad enzimatica de

peroxidasas.



IV .DESCRIPCION DE LA EMPRESA

GENERALIDADES DE LA EMPRESA

El Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG); es una universidad publica de
tecnologia, ubicada en la Ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México. Es una
Institucion educativa publica de educacion superior, que forma parte del Sistema
Nacional de Institutos Tecnoldgicos de México. El Instituto también esta afiliado a
la Asociacion Nacional de Universidades e Instituciones de Educacion Superior
(ANUIES), zona Sur-Sureste.

Fue fundado el 22 de octubre de 1972, por el entonces Gobernador del Estado,
Dr. Manuel Velasco Suarez, inicialmente con el nombre de Instituto Tecnoldgico
Regional de Tuxtla Gutiérrez (ITRTG), posteriormente se llamaria el Instituto
Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG).

Actualmente es considerado una de las dos maximas casas de estudios del
estado de Chiapas, junto con la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. Su
lema es Ciencia y Tecnologia con Sentido Humano y su actual director es el M.C.
José Manuel Rosado Pérez.

FIGURA 1. Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG), Fue fundado el 22 de
octubre de 1972
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la direccién del Dr. Federico Gutiérrez Miceli.



V. PROBLEMAS A RESOLVER

Las Agavaceas construyen un valioso grupo de plantas cuya utilizacidon en México

esta ligada al desarrollo econdmico, social y cultural de numerosos grupos étnicos.

Este trabajo tiene como propdsito conocer con mas exactitud la sintomatologia del
Agave americana con el fusarium oxysporum para saber como se comporta en
determinado tiempo.

En el género de Agave se pueden encontrar protocolos de infeccion donde se
indica el tiempo que le lleva a la planta para presentar los sintomas, sin embargo,
para la especie americana aun no se reporta el tiempo en que la planta presenta la

sintomatologia.

Esto nos ayudaria para poder generar plantas que sean capaces de resistir

ataques de plagas y enfermedades, para la conservacion del Agave americana L.



VI. FUNDAMENTO TEORICO

e GENERO AGAVE

La familia Agavaceae es endémica de América (Arizaga y Ezcurra, 1995), se
distribuye desde el sur de Estados Unidos de América a Colombia y Venezuela, y
esta conformada por nueve géneros y 340 especies (Garcia-Mendoza, 2011). El
centro de mayor riqueza y diversidad biolégica se encuentra en México, donde se
encuentran 261 especies (75% del total) con 177 endémicas (70%) (Eguiarte et
al., 2000; Garcia-Mendoza, 2004). El género mas grande y diverso es Agave
spp., con 159 especies, de las cuales 119 son endémicas de México,
representando 74% (Garcia-Mendoza, 2011). La familia Agavaceae tiene 8
géneros y aproximadamente 273 especies de las cuales 205 (75%) crecen en
México y 151 (55%) son endémicas (Sanchez, 2013).

Los agaves son de gran significancia para México, pues éste se considera centro
de origen, evolucion y diversificacion del género. Aproximadamente el 87% (272)
de las especies descritas, se encuentran ampliamente adaptadas y distribuidas en
los diversos ecosistemas de nuestro territorio; ademas de la presencia de

especies menos evolucionadas y endémicas (Lopez et al.; 2003).

La familia Agavaceae se distribuye desde el sur de Canada, Estados Unidos,
México, Centroamérica y norte de Sudamérica, siguiendo la cadena montafiosa de
los Andes, hasta Bolivia, Paraguay e islas del Caribe (Garcia-Mendoza y Galvan,
1995).

A pesar de que estas plantas son nativas de regiones aridas y semiaridas, crecen
en distintas elevaciones, desde el nivel del mar hasta mas de 2100 m, y en
habitats tan variados como bosques, colinas secas, planicies aridas y a la orilla del
mar (Irish, 2000).



La distribucion de los géneros Beschcorneria, Furcraea, Polianthes vy
Prochnyanthes est4 restringida a México (Ojeda y Ludlow, 1995). La presencia
de algunos agaves en Asia y en el Mediterrdneo se considera como dispersion de
la especie por la mano del hombre. Por su parte, la distribucion de Nolinaceae es
aun mas restringida. Sus cuatro géneros son endémicos del sur de Norteamérica
(Carolina, Georgia, Florida, Colorado, Texas), México y parte de Centroamérica
(Guatemala, Belice, Honduras). De aproximadamente 55 especies, en México.
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FIGURA 2. Variedades de géneros de Agave.
Fuente: Colunga et al. 2017. Los agaves y las practicas mesoamericanas de
aprovechamiento, manejo y domesticacion.

Dentro de las aplicaciones mas importantes de los agaves o magueyes por los
grupos humanos esta su uso como fuente de fibras duras, alimentacién y
elaboracion de bebidas alcohdlicas fermentadas y destiladas (Garcia-Mendoza,
1995; Colunga et al., 2007).



e AGAVE AMERICANA
Existen pocos antecedentes histéricos publicados sobre la identidad taxonémica
de las especies de Agave spp., con las que se elabora el mezcal denominado
“Comiteco”. (Garcia-Mendoza, 2006) sugiere que se podria tratar de dos
especies, una de las cuales identific6 como Agave salmiana (Garcia-Mendoza,
2010) y la segunda posiblemente como Agave americana, y plantea la necesidad
de efectuar estudios de campo y recolectar en estado reproductivo la segunda
especie para una correcta identificacion (Chavez-Avila, 2008), quien aborda la

propagacion in vitro del agave comiteco, asocia las plantas con Agave americana.

Nombre cientifico: Agave americana L.

Nombre comun: Algunos nombres comunes como se conoce es “agave”, “pita”,

th “

“‘maguey”, “cabuya”, “fique” y en el estado de Chiapas es conocido como el “agave
comiteco”.

e Clasificacién taxonémica

Nombre Cientifico: Agave americana L.
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae
Género: Agave

Especie: A. americana


https://www.ecured.cu/Plantae
https://www.ecured.cu/Magnoliophyta
https://www.ecured.cu/Liliopsida
https://www.ecured.cu/Liliidae
https://www.ecured.cu/Asparagales
https://www.ecured.cu/Agavaceae
https://www.ecured.cu/Agave

e Caracteristicas morfoldgicas
La planta Agave americana se caracteriza por presentar, rosetas hasta 2 m de
alto, 2.5 — 3 m de diametro. Las hojas son de 1.5 — 2 m de largo y 15 — 25 m de
ancho, lanceoladas o algo espatulada, erectas o algo recurvadas, acanaladas en
el haz, glaucas, superficie ligeramente &spera, margen ondulado a crenado;
dientes sobre mamilas, en la parte media de 0.5 — 1 cm de largo, 0.6 — 1.2 cm de
ancho, rectos o recurvados; la espina terminal 3.5 — 4 cm de largo. Inflorescencia
paniculada, laxa, 6 — 9 m de alto, con contorno general ovalado, fértil desde la
mitad o tercio superior, ramas primarias 20 — 35, 1 — 1.2 m de largo; péndulo
verde — amarillentas; sépalos de 2.5 — 3.5 cm largo, oblongos, gruesos, tubo de
perigonio 1 — 1.5 cm de largo, insertos en la parte media del tubo. Capsulas 4 —
5.5 cm de largo, 2 — 2.5 cm de ancho; semillas 9 — 10 mm de largo y 7 — 8 mm de

ancho color negras.
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Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de la plantas Agave americana L.
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Figura 4. Planta Agave americana L.
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Fuente: Village nurseries rooted in quality a division of tree town USA. Agave
americana

e Distribucién y hébitat
En Chiapas, la especie Agave americana se localiza principalmente en los

municipios de Venustiano Carranza, Comitan de Dominguez y las rosas.

Tabla 1. Ubicacion de las principales localidades con cultivo de Agave americana L.

Localidad Municipio Latitud norte Latitud oeste Altitud (m)

Agua Bendita  Venustiano 16°14°2” 92°25’'30.5” 632
carranza

Chacajolcom Comitan 16°18’17.59”  92°11°08.56” 1820
Ejido Las Comitan 16°13'19.4” 92°08'54.5” 1715
Flores
Los Riegos Comitan 16°18'21.17 92°07°29.5” 1605
NE de Ia Comitan 16°15°40.7” 92°08'11.5” 1643
Cuidad de
Comitan
San José de Comitan 16°23'58.2” 92°12’46.6” 2251
las rosas
Tuilato Punta Comitan 16°16°24.0” 92°09'56.1” 1858

de Diamante

Yalpalé Las rosas 16°19'40.6 92°24’36.5” 1010




Agave americana L. crece en las regiones aridas y semiaridas de América del sur,
Ameérica central y algunas partes de Europa (Gupta, 1995). Esta planta se
distribuye geograficamente en los paises de region Andina como Bolivia,

Colombia, China, Ecuador, Panam4, Peru y Venezuela (Corea y Bernal, 1989).

Agave americana L. es comunmente cultivada como ornamental en pueblos y
ciudades de México. En Chiapas crece preferentemente en altitudes entre los
1,000 y 1,860 msnm. En general, se observa que las plantas prosperan en laderas
de roca caliza, sitios inclinados y terrenos con pendiente suaves, en lugares
abiertos, rocosos y en suelos pedregosos. En los alrededores donde se cultiva se
puede observar vegetacion secundaria derivada de la selva baja caducifolia y solo
en la localidad de san José de las rosas la vegetacién circundante consiste de
bosques de Pinus-Quercus. La especie A. americana, son plantas siempre verdes
cuyas caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas les confieren una notable
capacidad de adaptacion a los ambientes donde se desarrollan y multiplican
facilmente, proporcionando una productividad mas alta que muchas de las plantas

cultivadas utilizadas actualmente

e Importancia econdémicay cientifica
USOS TRADICIONALES
Algunas comunidades, en la actualidad, emplean los agaves como lo hacian las
antiguas civilizaciones: sus raices, tallos, pencas y espinas se utilizan en la
obtencion de hilos, fibras, material para construccién, jabon, calzado, vestimenta,
alimentos, medicinas, bebidas alcohdlicas étnicas, ornamentos y miel (Gentry,
1998).



USOS ORNAMENTALES

La belleza, multiples formas y variedades de los agaves, asi como su endemismo
regional, las han hecho ser consideradas como plantas exéticas que llegan a
cotizarse a precios elevados. Este hecho ha favorecido la dispersion del género
desde tiempos de la conquista. Al parecer los espafoles y portugueses llevaron
algunas especies como A. americana a Azores e Islas Canarias; A. angustifolia, A.
cantala y otras especies fueron llevadas a Asia y Africa; A. americana, A. lurida y
otras especies se dispersaron en las costas del Mediterraneo, alcanzando su
esplendor en el siglo XIX, cuando los agaves se volvieron populares como
especies ornamentales y exdticas en los jardines publicos y privados de Europa
(Gentry, 1998).

OBTENCION DE FIBRAS NATURALES

Indicios arqueobotanicos en Oaxaca (cueva de Guila Naquitz) sugieren que el
hombre utilizaba las fibras de agave desde 10800 a.C., iniciandose el trabajo textil
hacia los afios 1300 a 800 a.C. (Palma, 2000). Después de la conquista, algunas
especies como A. angustifolia, A. fourcroydes y A. sisalana fueron introducidas en
areas tropicales como Indonesia, Tanzania, Filipinas y algunos paises africanos
para la produccion comercial de fibras (Irish, 2000; Jin et al., 2004).

En México, para la obtencién de fibra se utilizan A. fourcroydes y A. sisalana,
especies cultivadas en el Golfo de México y Peninsula de Yucatan. En algunas
regiones de Oaxaca, la elaboracién de productos basados en fibras de agave es la
segunda actividad agroindustrial mas importante (Palma, 2000). Otras especies
productoras de fibra son A. lechuguilla y A. peacockii encontradas en el Valle de
Mezquital y el Valle de Tehuacan, respectivamente. Por la composicién quimica de
las fibras, con alto contenido de celulosa y bajo porcentaje de hemicelulosa, son
poco asimilables a los microorganismos y por lo tanto mas durables; mientras que
el elevado contenido de lignina, permite que las fibras soporten la accibn mecéanica
a las que se someten durante procesos de tension (Palma, 2000). El auge de su

comercializacién y exportacion se dio a principios del siglo XX; sin embargo, la



competencia de las fibras sintéticas ha cambiado la perspectiva econémica de las
zonas desérticas donde se cultivan este tipo de agaves.

ELABORACION DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

Las diversas variedades de agave encontradas en territorio mexicano, se han
usado desde tiempos inmemoriales en la elaboracion de bebidas alcoholicas. Los
factores que afectan las caracteristicas de los agaves, como temperatura,
humedad, ciclo natural y precipitacion pluvial, hacen que los productos obtenidos
en cada region sean de propiedades Unicas (IfiiguezCovarrubias et al., 2001a).
De acuerdo al proceso, las bebidas alcohdlicas pueden ser fermentadas o

destiladas.

BEBIDAS FERMENTADAS

El pulque es la bebida fermentada mas conocida. Algunos cdodices mexicanos
manifiestan que los Aztecas elaboraban el pulque (octli) durante su migracién al
Valle de México entre 1172 y 1291 d.C. y era un componente importante en ritos
religiosos y ceremoniales (Gentry, 1998).

Esta bebida se prepara de la savia que emana del agave, que al llegar a la
madurez y antes de que emerja la inflorescencia, se le hace una incision. El
drenado conocido como aguamiel es dulce y cuando se fermenta, produce el
pulgue. Esta bebida se hace a partir de un nimero limitado de especies como A.
salmiana, A. mapisaga, A. atrovirens, A. hookeri y A. americana (Irish, 2000),
cuyos jugos muchas veces son mezclados y fermentados por un complejo de
levaduras y bacterias (Bacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Pseudomonas,
Streptococcus, Diplobacter, Bacillus, Saccharomyces y Pichia, entre otros) que
producen etanol y otros compuestos quimicos que dan sabor y consistencia
viscosa a la bebida (Gentry, 1998). El pulque es fuente importante de hierro
(hasta 1.1 mg/mL) y acido ascorbico (60 mg/L).



FUSARIUM SPP.

e Generalidades

El género Fusarium es un hongo de distribucion universal, sapréfito coman del
suelo, asociado a materia organica en descomposicion e insectos; parasito
facultativo de numerosos hospederos como plantas, animales y humanos (Giani,
1997; Tosti et al., 2000; Summerell et al., 2001).

Fusarium crece rapidamente en diferentes medios de cultivo, en agar papa
dextrosa (PDA) produce colonias blancas, rosadas, salmén o grises con textura
algodonosa. Microscépicamente se observan filamentos hialinos septados,
macroconidios, fusoides y microconidios ovoides, cilindricos en cabezas

mucilaginosas o cadenas (Dighani y Anaissie, 2004).

La forma perfecta (telemorfo) de Fusarium, en las especies que la presentan,
pertenecen al filo Ascomycota, orden Hypocreales, a los géneros Nectria,
Calonectria, Micronectriella y Gibberella; que se caracterizan por ascosporas
producidas en ascocarpos en forma de peritecio. La forma anamorfa pertenece al
filo Deuteromycota (hongos mitosporicos). (Sumemerell et al., 2006) describen
70 especies, de las cuales solo a 15 se les conoce su fase telemorfa (Nelson et
al., 1983; Pardo y Duran, 1999).

Se ha visto una confusa e inestable historia taxonémica por caracteristicas
morfolégicas no claras, el concepto de especie tan amplio, variaciones y
mutaciones a nivel de cultivo. Las bases taxondmicas mas utilizadas actualmente
son las de (Booth., 1971), (Nelson et al., 1983) y (Leslie y Summerell., 2006).

e Fitopatdgeno

Las enfermedades de las plantas causadas por hongos son una de las mayores

preocupaciones en el campo de la agricultura. Diversos reportes han sefalado a



Fusarium como patégeno asociado con dafios radiculares y aéreos de plantas en
diferentes cultivos. Este penetra las diferentes capas de la corteza de la raiz hasta
alcanzar el sistema vascular. Una vez establecido, la colonizacion de la planta es
llevada a cabo rapidamente a través del xilema, lo que conlleva a la sintomatologia
caracteristica de marchitez y posterior muerte de la planta (Agrios, 1997
Roncero et al., 2000).

Entre los sintomas caracteristicos de la enfermedad se describen el
amarillamiento parcial, entorchamiento de las hojas, fenomenos de enanismo,
disminucién del crecimiento y marchitez progresiva. Los cultivos mas afectados
son el clavel, algodon, tomate, platano, cafia de azucar, café y frijol; donde se
describen mas de 120 formas especiales (Di Pietro y Gonzalez, 2004; Agrios,
2005; Zambrano et al., 2007).

Dentro de las especies mas conocidas se encuentran F. oxysporum, F.
avanaceum, F. graminearum, F. poae, F. semitectum, F. sporotrichioides,
F.culmorum y F. tricinctum encontradas en cereales; F. nygamai y F. fujikuroi en
arroz; F. nygamai, F. subglutinans y F. verticillioides en maiz. En legumbres se
observan F. chlamydosporum y F. tumidum, y en papa F. solani (Marasas et al.,
1984; Samuels et al., 2001; Carrillo, 2003).

Fusarium oxysporum es la especie mas comun y la mas temida en todo el mundo
por las pérdidas anuales en las producciones agricolas que sobrepasan al 12%,
pese a la utilizacibn masiva de fungicidas (Di Pietro y Gonzélez, 2005; Agrios,
2005; O’Donnell et al., 2009).

Algunas especies de Fusarium afectan cereales y pueden producir micotoxinas en
los granos, inclusive antes de la cosecha; otras se asocian a podredumbre de
hortalizas y frutas almacenadas en refrigeracibn, marchitamiento vascular,
pudricion basal y tizon (Booth, 1971; Nelson et al., 1994; Summerell et al.,
2001; Agrios, 2005; Castro et al., 2008).



La especie Fusarium oxysporum esta bien representada entre las comunidades de
hongos del suelo, en cada tipo de suelo en todo el mundo (Burgess, 1981).
Esta especie también se considera un componente normal de las comunidades de

hongos en la rizosfera de las plantas (Gordon y Martyn, 1997).

Todas las cepas de F. oxysporum son saprofitos y pueden crecer y sobrevivir
durante largos periodos en la materia organica en el suelo y en la rizosfera de

muchas especies de plantas (Garrett, 1970).

Ademas, algunas cepas de F. oxysporum son patdgenas para diferentes especies
de plantas; penetran en las raices induciendo la aparicion de raices o tragueo
micosis cuando invaden el sistema vascular. Muchas otras cepas pueden penetrar
en las raices, pero no invaden el sistema vascular ni causan enfermedades
(Olivain y Alabouvette, 1997).

Las cepas de F. oxysporum, inducen el marchitamiento estos hongos son
responsables por dafos severos en muchas especies de plantas de importancia
econdémica. Los patdgenos del marchitamiento por Fusarium muestran un alto
nivel de Especificidad del hospedador y, en funcién de las especies de plantas y
variedad de plantas que pueden infectar, se clasifican en mas de 120 Formas

especiales y razas (Armstrong & Armstrong, 1981).

e Medios de cultivo
Cuando las cepas se desarrollan en medios apropiados la identificacion se puede
realizar con mayor exactitud. En medios habituales como agar sabouraud y PDA
las colonias se desarrollan rapidamente cubriendo la placa de cultivo (caja Petri,
9cm de diametro) en una semana. Las caracteristicas macroscopicas como

textura, color y pigmentos difusibles 13 dependen de la especie. El color que



desarrollan puede ser blanco, crema, naranja, rosa, rojizo y purpura, entre otros, y

dependen de igual forma del medio de cultivo utilizado.

Varios medios de cultivo han sido utilizados para evaluar la morfologia que permita
identificar las especies de Fusarium.

Caracteristicas morfolégicas que pueden ser evaluadas comiunmente en un mismo
medio de cultivo, pueden no estar presentes o estar alteradas en otro medio

(Leslie y Summerell, 2006).

Los medios de cultivo mas utilizados son agar extracto de malta, que permite
evaluar caracteristicas macroscopicas, microscopicas y produccion de conidios. El
agar papa dextrosa (PDA), es dutil para evaluar aspectos morfologicos vy
pigmentacién de la colonia; su alto contenido en carbohidratos permite un mayor
crecimiento, pero poca produccion de conidios. ElI agar avena (OA), permite
evaluar velocidad de crecimiento, color, aspecto de la colonia y caracteristicas
microscopicas (Nelson et al., 1983; Summerell et al., 2003; Leslie y Summerell,
2006).

ACTIVIDAD ENZIMATICA

e Historia de las enzimas

Desde hace cientos de afios, las enzimas se utilizan en procesos de fermentacion,
como por ejemplo, la fabricacién de quesos, pan, vino y cerveza. En 1860, Luis
Pasteur comunic6 que los fermentos estaban intimamente ligados con la
estructura vital de las células de la levadura. En 1876, Willian Kuhne les propuso
el nombre de enzima, término que deriva de las palabras griegas en (en) y zyme

(levadura). En 1897, Eduard Buchner probd que las enzimas podian extraerse de



las células de las levaduras y usarse por si mismas (MANDELS, 1976). A partir de
este descubrimiento y de diversos substratos, se empezaron a extraer otras
enzimas con destinos diferentes, que hicieron que su utilizacién se extendiera a
disimiles ramas de la industria tales como detergentes, fabricacion del papel,
fabricacion textil, tratamiento de cueros, farmacia, destileria, aceites, grasas,

almidones y azucares.

e Caracteristicas de las enzimas

Las enzimas son productos de origen bioldgico que catalizan las reacciones
bioquimicas relacionadas con la vida celular y forman combinaciones quimicas
con uno o varios sustratos. Son proteinas de alto peso molecular (entre 10 000 y
500 000 Daltons) y, al igual que el resto, son sensitivas al ambiente fisico-quimico
que puede modificar su actividad (FERKET, 1993).

Las enzimas pueden catalizar la reaccion de una gran cantidad de sustrato en un
pequefio periodo de tiempo. Se ha informado que un mol de enzima puede
reaccionar 1000 -10 000 veces por segundos con el sustrato. La rapida velocidad
de reaccion se debe a la afinidad de la enzima por su sustrato, la cual se refleja en

la union de ambos y en el rendimiento de los productos (SABATIER, 1996).

e Actividad enzimética
La actividad enzimética es una propiedad caracteristica de las enzimas, que se ha
definido como el efecto catalitico producido por la enzima, en proporciéon con la
cantidad presente de ésta en el medio reactivo (MANDELS, 1976). Generalmente,
la temperatura y el pH ejercen una marcada influencia en la actividad y
ACTIVIDAD ENZIMATICA estabilidad de las enzimas y pequefas variaciones en
estos factores pueden alterar de manera considerable su actividad (KLIVANOV,
1982). La velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas se incrementa con
la temperatura. Este factor ejerce una marcada influencia, tanto en la expresion de

las enzimas por los microorganismos como en su actividad. El hecho de que las



enzimas posean una temperatura optima, es aparente, ya que al ser proteinas, se
desnaturalizan por la accion del calor y se inactivan cuando el aumento de la
temperatura sobrepasa cierto punto. Las enzimas trabajan en un pH caracteristico,
en el cual su actividad es maxima. Por encima o por debajo de éste, la actividad
disminuye e impide asi la extension y velocidad de la reaccion bioldgica. Por esto,
los perfiles de las curvas de actividad en funcion del pH tienen generalmente
forma acampanada (VOLKIN, 1991). El agua estéa involucrada en muchas de las
reacciones responsables de la desactivacion de las enzimas (PALACIOS, 1992).
La disminucién de la humedad en el medio reduce la estabilidad de la proteina. Es
decir, la actividad y estabilidad de la enzima esta intimamente relacionada con el
estado de hidratacion de la proteina.

CATALASA

e Lafuncion de la catalasa

Las especies de oxigeno reactivas como el radical superéxido, el radical hidroxilo
y el peréxido de hidrogeno (H202) se forman durante la reduccién del oxigeno en
agua. Estas especies pueden dafar las proteinas, los lipidos y los &cidos
nucleicos, por lo que se requieren sistemas antioxidantes eficientes, entre los que
se incluyen ciertas enzimas. El peroxido de hidrégeno se forma por la dismutacion
del radical superdxido y también en la reaccién de algunas oxidasas. Hay varias
enzimas capaces de degradar el peroxido de hidrogeno: las catalasas, las
peroxidasas y las peroxirredoxinas. (MATE MJ, 1999) (LLEDIAS F, 1998)

Las peroxidasas eliminan el H202 usandolo para oxidar otros sustratos. A
diferencia de las otras enzimas, que requieren de un sustrato reducido, las
catalasas dismutan el peréxido de hidrégeno. Se han identificado tres grupos de
catalasas: 1) las catalasas monofuncionales, que contienen hemo y estan
presentes tanto en los organismos procariotas como en los eucariotas, Il) las Mn-

catalasas, que son enzimas hexaméricas que no tienen hemo, tienen Mn en el



sitio activo y soOlo estan presentes en algunos organismos procariotas anaerobios y
[ll) las catalasas-peroxidasas, que tienen actividad de catalasa y de peroxidasa,
contienen hemo y soélo estan presentes en las bacterias y los hongos. Las
catalasas catalizan la dismutacion del peroxido de hidrégeno en agua y dioxigeno
evitando asi que se forme el radical hidroxilo y el oxigeno singulete, especies de
oxigeno que son muy reactivas (MURSHUDOV GN, 2002)

e Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reaccion En la reaccion de la catalasa ocurre la transferencia de
dos electrones entre dos moléculas de peréxido de hidrégeno en la cual una
funciona como donador y otra como aceptor de electrones. El mecanismo de
reaccion se lleva a cabo en dos pasos. En el primero la catalasa se oxida por una
molécula de peroxido formando un intermediario llamado compuesto |. El
compuesto | se caracteriza por tener un grupo ferroxilo con FelV y un radical
cationico de porfirina. En esta reaccion se produce una molécula de agua Enz
(Por-Felll) + H202 — Compuesto | (Por+e-FelV-O) + H20 (Reaccion 1).

En el segundo paso de la reaccién, el compuesto | es reducido por otra molécula
de peroxido regresando la catalasa a su estado inicial y produciendo agua y
dioxigeno Compuesto | (Por+e-FelV-0O) + H202 — Enz (Por-Felll) + H20 + 02
(Reaccion 2). En ciertas condiciones el compuesto | puede captar un electron
originando el compuesto Il. EI compuesto Il tiene un estado de oxidacion
intermedio a los observados en el compuesto | y la catalasa en reposo. Al
reaccionar con una molécula de H202 forma el compuesto lll, que tiene un estado
de oxidacion FeVI. ElI compuesto Il y el compuesto Il son inactivos
cataliticamente. La catalasa también puede catalizar ciertas reacciones como
peroxidasa. En la reaccion de peroxidasa de la catalasa, el compuesto | puede
oxidar el metanol, el etanol, el formato o el nitrato utilizando una molécula de
H202 como oxidante (LARDINOIS OM, 1996).



En el cerebro, la reaccion de la catalasa con el etanol forma acetaldehido
Compuesto | (Por+e-FelV-O) + CH3CH20H — Enz (Por-Felll) + CH3CHO + H20
(Reaccion 3), que explica algunos de los efectos neurolégicos del alcohol en
humanos (PUTMAN CD, 2000).



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en condiciones de campo y laboratorio

MATERIAL VEGETAL
e Aclimatacién

Se aclimataron plantas de Agave americana L. obtenidas in vitro. Se utiliz6 como
sustrato peat moss y agrolita en una proporcion 3:1 previamente esterilizado. El
riego se realizd 3 veces por semana con 50 ml de agua destilada. Una vez a la
semana se fertilizaba con triple 17. Transcurrido 2 meses estas plantas se
trasplantaron en macetas que contenian suelo, peat moss y agrolita en una
relacion de 2:1:1, el sustrato se esterilizd previamente. Las primeras 3 semanas,
los lunes se regaba con agua destilada , miércoles con fertilizante y los dias
miércoles con enraizador pero esta actividad se suspendié ya que la planta
empezO6 a estresarse y no permitia el desarrollo optimé. Por las siguientes
semanas el riego se realizd 3 veces por semana con 125 mL de agua destilada.

Para la estandarizacion de las técnicas se utilizaron raices de plantas de agave
americana L. aclimatadas de 6 meses.

e Extracto enzimético

Para obtener el extracto total proteico, las raices fueron trituradas en un mortero
con nitrogeno liquido. Posteriormente, fueron homogenizadas en buffer de fosfato
de sodio de 100 mm (pH 7), finalmente centrifugadas a 15,000 g por 15 minutos a
4°C, y se mantuvieron almacenadas en un ultracongelador a -80°C hasta su
analisis.

e [Estandarizacion de catalasa
Técnica 1.

La actividad CAT se medidé de acuerdo con Piacentini et al. (2001) con algunas
modificaciones. Se preparo un buffer de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.0, que
contenia H202 20 mM, se monitore6 el consumo de H202 a 240 nm durante 5
min y los cambios en la absorbancia cada 20 s. La actividad CAT se expres0 como
H,0, oxidado por miligramo de peso fresco de raiz por minuto (umol H202 min™

mg™).



Técnica 2.

Para determinar la actividad CAT se determind con actividad catalitica de la
enzima segun el método descrito por Aebi (1984) con algunas modificaciones. El
medio de reaccion contiene 30 mM H202, 1 M Tris HCL, 5 mM EDTA (buffer para
CAT), pH 8.0, se mezclé inmediatamente por inmersion, se tomo la lectura de la
absorbancia a 285 nm la lectura nos muestra como va disminuyendo el H202 en
intervalos de 15 segundos durante 1 min, siguiendo el decremento en la
absorbancia producido por la disminucién de la concentracion del peroxido de
hidrogeno (H202).

e Estandarizacion de peroxidasa
Técnica 1.

La actividad de POD se determiné especificamente a 25 ° C con guayacol a 470
nm siguiendo el método de Egley et al. (1983). La mezcla de reaccion contenia
buffer de fosfato de potasio 40 mM (pH 6,9), guaiacol (1.5 mM) y H,O, (6,5 mM)
en un volumen de 3 ml.

Técnica 2
e Extracto enzimético

Para obtener el extracto enzimatico de las raices fueron trituradas en un mortero
con nitrégeno liquido. Las raices se homogenizaron en un tampon de fosfato de
sodio refrigerado de 100Mm con un (pH 7) con 0.1mM de EDTA y 1% de
polivinilpirrolidona (PVP) (p/v). La preparacion de extraccion fue 4mL del tampdn
por cada gramo de material vegetal, para finalizar se centrifugé a 15000 rpm
durante 15 min a 4°C. Se utiliz6 el sobrenadante para medir la actividad
enzimatica Lowry et al. (1951).

e Método enzimatico

La actividad de POX se determiné por el método de Hammerschmidt et al. (1982)
la mezcla de la reaccion fue de 3 mL (VT) consistio en 0.25% (v / v) de guaiacol en
fosfato de sodio 10 mM tampén (pH 6.0) que contiene peréxido a 10 mM (H202).
Se afiadié un volumen de 100 mL de la muestra para iniciar la reaccion que se
midid por espectrofotometria (UV-Visible-160A, Shimadzu). La actividad fue
calculada por medir la relacion a 470 nm / min = 0.01, que se define como 1
unidad de actividad. La actividad especifica expresada como (mg/ml de proteina).



RESULTADOS

Técnica 2 de catalasas
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FIG. 5.- Se observan las 3 graficas de catalasa donde se probaron de manera
preliminar las concentraciones de: 30, 60, y 100 mM de H202 para determinar la
concentracion de peroxido que sera utilizada.

En las gréaficas se logra apreciar como el peroxido conforma pasa el tiempo se va
desapareciendo donde se puede apreciar la reaccion siguiente:

2H202 — 2 H20 +02
Donde la catalasa se encarga de degradar el perdxido en determinado tiempo
convirtiendo el peroxido en dos compuestos como es el agua y el oxigeno que es
liberado
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