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Resumen. Un problema fitosanitario en agave (Agave
tequilana var. Azul). esla marchitez, provocado por varios
organismos en plantaciones de dos afnos de edad después de
trasplante. Entre los patogenos se reportan varias especies
de Fusarium spp. y Thielaviopsis paradoxa. Se planteo el
presente trabajo con el objetivo de introducir organismos
benéficos en plantas de micropropagacion como manejo
preventivo en vivero. Los tratamientos fueron TI1
Trichoderma harzianum (Th), T2 T. virens (Tv), T3 T.
aureoviride (Ta), T4 Bacillus subtilis (Bs), TS5 Tv+Bs, T6 Ta
+ Bs, T7 testigo absoluto (Tabs) y T8 testigo regional (Treg).
Se establecid un disefio en bloques al azar con dos
repeticiones, la unidad experimental (UE) consistié de 122
plantulas; el tamafio minimo de muestra comprendio 26. Las
variables evaluadas fueron altura de planta, unidades
formadoras de colonias (UFC) de Trichoderma, Fusarium 'y
Bacillus en sustrato y raiz, determinacion de clorofila, y area
bajo la curva (ABC); los muestreos fueron seis con intervalo
de 30 dias de octubre 2008 a mayo 2009. Los resultados
indican que los tratamientos T1, T3, T4 y T6, son los que
presentaron mayor capacidad de establecimiento,
generando un ambiente de equilibrio con densidades de
Fusarium spp. en sustrato y raiz que oscilaronde 2y 2.5 log
(UFC mL"); el ANAVA para ABC de Fusarium spp. no
reporto6 diferencias estadisticas, sin embargo fue menor que
la de los antagonistas en suelo T8 Treg con nivel de 120 y
T7Tabs 75.75, el resto oscilo por debajo de 50;
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Abstract. One of the most important phytosanitary
problems in two-year plantations of Agave tequilana var.
Azul. is agave wilt, that is caused by several organisms,
among those pathogens are reported several species of
Fusarium and Thielaviopsis pradoxa. The main goal of this
research was to introduce beneficial organisms in
micropropagation plants as control measure. Inoculated
treatments were T1 Trichoderma harzianum (Th), T2 T.
virens (Tv), T3 T. aureoviride (Ta), T4 Bacillus subtilis (Bs) ,
TS5 Tv + B, Ta + B T6, T7 absolute control (Tabs) and T8
regional control (Treg). Treatments were established in a
randomized block design with two replications, the
experimental unit (EU) consisted of 122 plants; the
minimum sample size was 26 plants. Evaluated variables
were colony forming units (CFU) of Trichoderma,
Fusarium spp. and Bacillus from roots and substrate and
plant height, chlorophyll from plants. Variables were
evaluated every 30 days from October 2008 to May 2009.
Area under curve (AUC) was calculated for each variable.
Our results show that microorganism in the treatments T1,
T3, T4 and T6 colonized agave roots and maintain high
levels, creating a balance to Fusarium spp. in soil and roots.
Under this conditions Fusarium density ranged from 2 to 2.5
log (CFU/mL"). Analysis of variance did not detect any
significant difference among treatments. However,
Fusarium spp. density on soil (AUC) was higher in
treatments T8 Treg (120) and T7 Tabs (75.75) compared
with the rest of treatments (50 or less). Fusarium density on
roots was higher on treatments T6 Ta+ B (375) and T7 Treg
(262.5) compared to T3 Ta (105), TS Tv+ B (187.5), and T1
T4 Th B (210). No significant differences were found on
chlorophylls and plant heights.

Keywords: balance, density, Trichoderma, Fusarium,
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en raices el nivel alto fue T6 Ta+Bs 375, T7 Treg 262.5 y los
valores menores se encontraron en T3 Ta 105, T5 Tv+Bs
187.5, T4 Bs 187.5 y T1 Th 210. No se observaron
diferencias estadisticas en clorofilas y alturas.

Palabras clave: equilibrio, densidad, Trichoderma,
Fusarium, Bacillus.

El tequila ha adquirido importancia por la demanda
creciente nacional e internacional, siendo la actividad de
campo un componente importante y decisivo para el
abastecimiento de la materia prima, el agave tequilero
Agave tequilana Weber var. Azul para la produccion de tan
importante bebida (Pérez y Del Real, 2007). Las
plantaciones de agave tequilero dentro de la zona de
Denominacion de Origen del Tequila (DOT) integran un
inventario de 253,033,239 plantas sembradas (CRT, 2010).
La industria del tequila ha crecido en forma sostenida
durante los Gltimos afios y su potencial de crecimiento es atin
grande, por lo que se requiere de un abasto sostenido y
predecible de materia prima para asegurar su produccion
(Byerly, 2007).

La Norma Oficial Mexicana para la produccion de
tequila NOM-006-SCFI- 2005, especifica la variedad azul
de Agave tequilana como la unica autorizada para elaborar
tequila, lo que implica que los métodos de propagacion
deben cumplir el requisito, por lo que se desecha la
reproduccion sexual que traeria variacion genética o
segregacion entre las plantas hijas. La reproduccion asexual
se da a través de la propagacion vegetativa; los individuos
obtenidos mediante este tipo de reproduccion constituyen
un clon y estos clones, a excepcion de mutaciones naturales,
son genéticamente idénticos a la planta madre. Para la
propagacion de A. tequilana Weber, var. Azul, existen los
siguientes métodos de multiplicacion asexual: bulbillos,
rizomas (hijuelos) y micropropagacion. Este Glltimo método
tiene la ventaja de producir grandes cantidades de plantas en
espacios relativamente reducidos durante todo el afio. La
propagacion in vitro permite controlar la condicion sanitaria
de las plantas a lo largo de su produccion y constituir grupos
de plantas de la misma edad para su manejo agricola
(Vicentey Del Real, 2007).

El mejoramiento de la condicion sanitaria y
proliferacion de raices en muchas plantas de vivero se ve
fortalecida con el uso de organismos como 7Trichoderma
spp. v Bacillus spp. (Kloepper et al., 1992; Van Veen et al.,
1997) en diversos cultivos horticolas, ornamentales y
forestales; en los cuales se ha observado el desarrollado de
multiples mecanismos que reportan incremento en
resistencia a enfermedades, crecimiento y productividad de
las plantas, asi como tolerancia al estrés provocado por
diversas situaciones en los cultivos (Hartman et al., 2004;
Harman, 2006; Lorito ef al.,2010). En el cultivo del agave
Agave tequilana weber var. Azul. se reportan varios
problemas fitosanitarios, uno de los cuales es la marchitez,
sintoma que puede ser provocado por varios organismos y el
Consejo Regulador del Tequila (CRT) le atribuye
incidencias elevadas en plantaciones que superan los dos
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Bacillus.

Tequila has acquired importance as a result of the growing
national and international demand, with field activity being
an important and decisive component for the supply of the
raw material, the tequila agave Agave tequilana Weber var.
Azul for the production of this important beverage (Pérez
and Del Real, 2007). The tequila agave plantations within
the zone of Denomination of Origin of Tequila (DOT)
integrate an inventory of 253,033,239 sown plants (CRT,
2010). The tequila industry has grown sustainedly during
recent years and its growth potential is even higher,
therefore it requires a sustained and predictable supply of
raw material to insure its production (Byerly, 2007).

The Official Mexican Norm for tequila production
NOM-066-SCFI-2005 specifies the blue variety of Agave
tequilana as the only one authorized for making tequila,
which implies that the propagation method should comply
with the requirement. Therefore, sexual reproduction is
discarded, which would result in genetic variation or
segregation among the daughter plants. Asexual
reproduction takes place through vegetative propagation;
the individuals obtained through this type of reproduction
constitute a clone, and these clones, except for natural
mutations, are genetically identical to the mother plant. For
the propagation of A. tequilana Weber, var. Azul, the
following methods of asexual multiplication exist: bulbs,
rhizomes (offspring) and micro-propagation. The latter
method has the advantage of producing large quantities of
plants in relatively small spaces throughout the year. In vitro
propagation makes it possible to control the sanitary
condition of the plants throughout their production and
constitute groups of plants of the same age for their
agricultural management (Vicente and Del Real, 2007).

The improvement of the sanitary condition and root
proliferation in many nursery plants is strengthened with the
use of organisms such as Trichoderma spp. and Bacillus
spp. (Kloepper et al., 1992; Van Veen et al., 1997) in diverse
horticultural, ornamental and forest crops. With this
technique the development of multiple mechanisms has
been observed, which increment resistance to diseases,
growth and productivity of the plants, as well as tolerance to
stress provoked by diverse situations in the crops (Hartman
et al., 2004; Harman, 2006; Lorito et al., 2010). In the crop
of agave Agave tequilana Weber var. Azul several
phytosanitary problems are reported, one of which is
wilting, a symptom which can be caused by various
organisms. The Tequila Regulating Council (TRC)
documents high incidence of this problem in plants of more
than two years after transplant (CRT, 2010). The wilting
which appears in any crop is due to tissue dehydration,
which occurs because of reduction, death or destruction of
the root system, or from destruction or blockage of vascular
bundles (CRT, 2005). Various investigators such as Luna-
Hernandez (1996), Virgen-Calleros (2000) and Fucikovsky-
Zak (2001), among others, reported as agents causing this
symptom Fusarium oxysporum and Thielaviopsis
paradoxa. In 2007 Cuevas and Dominguez reported that the
species complex of £ culmorum, F. equiseti, F. oxysporum,
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aflos de edad después del trasplante (CRT, 2010). ). La
marchitez que se presenta en cualquier cultivo se debe a una
deshidratacion de los tejidos y esto se da a su vez porque hay
una reduccion, muerte o destruccion del sistema radical, o
bien porque hay destruccion o taponamiento de haces
vasculares (CRT, 2005). Miltiples investigadores como
Luna-Hernandez (1996), Virgen-Calleros (2000) y
Fucikovsky-Zak (2001), entre otros reportaron como
agentes causantes de este sintoma a Fusarium oxysporumy
Thielaviopsis paradoxa. En 2007 Cuevas y Dominguez,
reportaron que el complejo de especies F. culmorum, F.
equiseti, F. oxysporum, F. solani y F. verticillioides, podria
ser el causante de la marchitez del cultivo. También, el
mismo sintoma puede ser ocasionado por insectos que se
alimentan del agave y su accion puede provocar heridas
aprovechadas por los patdgenos para acceder a la planta
(CRT, 2005); entre estos esta la gallina ciega, que al
alimentarse de la raiz, hace que la planta tenga menos area
para absorber agua y nutrientes, a la vez que provoca heridas
que son una fuente de entrada potencial para patogenos de la
raiz, como Fusarium spp. Otro insecto que puede ocasionar
marchitez es el gusano blanco del maguey, ya que al barrenar
la pifia, afecta diversas zonas del tallo, incluyendo haces
vasculares, y aunque tal vez no haya invasién de
microorganismos, si puede observarse encarrujamiento de
hojas, asi como una detencion del crecimiento. Cuando una
planta esta estresada por algin otro factor (manejo,
nutricion, herbicidas o enfermedad), es facilmente atacada
por el picudo, el cual ademas de alimentarse dentro de la
planta, también puede provocar marchitez, pudricion y
muerte de lamisma (CRT, 2005).

Como parte de un manejo integrado del cultivo, se
planted el presente trabajo con el objetivo de adicionar
organismos benéficos que se establezcan en el sustrato y
raices de plantas de micropropagacion durante la ctapa
previa al establecimiento en campo. Lo anterior bajo la
hipotesis de que los organismos antagonistas presentan
beneficios fisiologicos en plantulas que reducen el estrés
causado por factores abioticos y patdgenos como Fusarium

spp.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El experimento de vivero fue
establecido en el “Rancho El Indio” de la empresa Sauza
S.A.deC.V.enlalocalidad de Tequila, Jalisco.

Plantulas. Las plantulas de micropropagacion
usadas en el experimento fueron de cuatro hojas y una altura
de 10cm, con una edad de doce meses.

Tratamientos. Los tratamientos considerados
fueron tres cepas nativas de la region productora de agave de
Jalisco, las cualés fueron obtenidas de investigaciones
previas realizadas por Cuevas y Dominguez (2007), y
Carballo y Diaz (2008). Las especies corresponden a
Trichoderma harzianum, T. virens y T. aureoviride, que
fueron identificadas morfologica y molecularmente en los
trabajos citados, una cepa comercial de Bacillus subtilis
(Serenade®), las mezclas de T virens + B. subtilis, T.
aureoviride + B. subtilis; y los testigos absoluto y comercial
(Cuadro 1).
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F. solani and F. verticillioides could be the cause of crop
wilting. Furthermore, the same symptom can be caused by
insects that feed on the agave and their action can cause
lesions used by the pathogens to accede to the plant (CRT,
2005). These include white grub, which feeds on the root,
thus reducing the area of the plant for absorbing water and
nutrients, and provoking lesions which are a potential
entrance point for root pathogens, such as Fusarium spp.
Another insect that can cause wilting is the white maguey
worm, given that as it bores into the center of the plant,
affecting diverse zones of the stem, including vascular
fascia. Although perhaps there is no invasion of
microorganisms, leaf curling can be observed, as well as
growth retardation. When the plant is stressed by some other
factor (management, nutrition, herbicides or disease), it is
easily attacked by the weevil, which besides feeding within
the plant, can also provoke wilting, rotting and plant death
(CRT, 2005).

As part of an integrated crop management, the
present work was carried out with the objective of adding
beneficial organisms which are established in the substrate
and roots of micro-propagation plants during the stage prior
to establishment in the field. The above is based on the
hypothesis that the antagonistic organisms present
physiological benefits in shoots that reduce stress caused by
abiotic factors and pathogens such as Fusarium spp.

MATERIALSAND METHODS

Location. The nursery experiment was established
in “Rancho del Indio” of the firm Sauza S.A. de C.V. in the
locality of Tequila, Jalisco.

Shoots. The micro-propagation shoots used in the
experiment were of four leaves with a height of 10 cm, and
an age of twelve months.

Treatments. The treatments considered were three
native strains of the agave production region of Jalisco,
which were obtained from previous investigations made by
Cuevas and Dominguez (2007), and Carballo and Diaz
(2008). The species correspond to Trichoderma harzianum,
T virens and T. aureoviride, which were morphologically

Cuadro 1. Tratamientos considerados dentro de la fase
experimental de vivero sobre plantas de micropropagacion,
establecida en el “Rancho El Indio”, en Tequila Jalisco,
Meéxico.

Table 1. Treatments considered within the nursery
experimental phase on micro-propagation plants,
established in the “Rancho El Indio”, in Tequila, Jalisco,
Mexico.

Tratamientos

T1 Sustrato emriquecido con Trichoderma harzianum (Th)
T2 Sustrato enriquecido con 7. virens (Tv)

T3 Sustrato enriquecido con 7. aureoviride (Ta)

T4  Bacillus subtilis (Serenade®) (Bs)

T5 T virens + B. subtilis (Tv + Bs)

T6 T. aureviride + B. subtilis (Ta + Bs)

T7 Sustrato sin enriquecimiento (testigo absoluto) (Tabs)
T8 Sustrato comercial + fungicida (Testigo regional) (Treg)
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Los tratamientos correspondientes a las tres especies
de Trichoderma fueron adicionadas en medio liquido papa
dextrosa (papa 200g; dextrosa 11g; agua destilada 1000mL)
a una concentracion de 1 x 10° UFC mL", y 10mL por
plantula al cuello de la misma. Bacillus subtilis cepa QST
713 se agregd en la dosis comercial de 1g L de agua del
producto comercial Serenade” que reportd en la etiqueta una
concentracion de 8 x 10° UFC g, la aplicacion fue similar a
Trichoderma spp. asi como el volumen por plantula. El
experimento se establecié en octubre de 2008 y se hicieron
cuatro aplicaciones de los tratamientos cada 30 d. Se
realizaron seis muestreos de diciembre de 2008 a mayo de
2009 a intervalos de 30 d. En los testigos regional y absoluto
no se adiciond ninguin organismo.

El sustrato empleado fue una mezcla de composta de
bagazo de pifia de agave (5%), fibra de coco (80%) y corteza
de pino (15%) (Crespo et al., 2013). Las macetas usadas
fueron de fibra de coco con capacidad de 1kg.

Diseiio experimental. El disefio establecido fue un
bloques completamente al azar con dos repeticiones,
constituido por dos naves comerciales, las cuales
correspondian a dos areas de condiciones similares en
sombreado y riego, pero de tamafio diferente.

Yi/'::u + Ti +Bj +£1/

Y, es el valor de la variable respuesta; u es la media
general; T efecto que produce el tratamiento , T1, T2, ...., T
B;esbloque; €, error experimental.

La unidad experimental (UE) se conformo por 122
plantulas por repeticion con un total de 244 por tratamiento
y 1952 en el experimento; se muestrearon 26 plantulas en
cada UE. Las variables evaluadas fueron altura de planta,
unidades formadoras de colonias (UFC) de Trichoderma,
Fusarium y Bacillus en sustrato y raiz, determinacion de
clorofila y carotenos; en ellas se determino el area bajo la
curva (ABC), de acuerdo a lo reportado por Madden et al.

(2007). ot
ABCPE=Y (%) ()

Donde, n es el numero de mediciones, y; es la variable
evaluada, y t, es el numero de dias desde el inicio del
experimento a la fecha de medicion .

Los datos se sometieron a un analisis de varianza y
comparacion de medias de diferencia minima significativa
(0=0.05), con el paquete estadistico SAS.

Cuantificacion de UFC en sustrato. Para
Trichoderma spp. y Fusarium spp., la cuantificaciéon de
UFC provenientes de suelo se hizo a través del
procedimiento siguiente: se pesaron 10g de una muestra de
sustrato y se agregaron en 90mL de agua destilada estéril en
un matraz de 125mL, se hicieron diluciones hasta 10”. Se
empled el medio de cultivo Papa Dextrosa Agar Penetrex
Estreptomicina (PDA-PS) con 0.5mL del surfactante
comercial Penetrex®, 0.01g de estreptomicinay 0.0075g de
clorhidrato de tetraciclina, se agité el medio suavemente
para no formar burbujas. De la dilucién 10° se tomaron 10
muestras de 0.1mL, que se agregaron al medio PDA-PS. El
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and molecularly identified in the works cited; a commercial
strain of Bacillus subtilis (Seranade”), the mixtures of T
virens + B. subtilis, T. aureoviride + B. subtilis; and the
absolute and commercial controls (Table 1).

The treatments corresponding to the three species of
Trichoderma were added in liquid medium of potato
dextrose (potato 200g; dextrose 11g; distilled water
1000mL) at a concentration of 1 x 10° CFU mL", and 10mL
per shoot at the neck. Bacillus subtilis strain QST 713 was
added in the commercial dose of 1 g L of water of the
commercial product Serenade” which reported in the label a
concentration of 8 x 10’ CFU g''; the application was similar
to Trichoderma spp., as well as the volume per shoot. The
experiment was established in October of 2008 and four
applications were made of the treatment every 30 d. Six
samplings were carried out from December of 2008 to May
0f2009 at 30 d intervals. In the regional and absolute control
no organisms were added.

The substrate employed was a mixture of agave head
bagasse compost (5%), coconut fiber (80%) and pine bark
(15%) (Crespo et al., 2013). The pots used were of coconut
fiber with a capacity of 1 kg.

Experimental design. The design established was
of completely randomized blocks with two replicates,
comprised of two commercial naves, which corresponded to
two areas of conditions similar in shading and irrigation, but
of different size.

Y, =u+ T+,

Y, is the value for the response variable; u is the
general mean; T the effect produced by the treatment , T1,
T2,....,T; B, isblock; €;is experimental error.

The experimental unit (EU) was comprised of 122
plantlets per replicate with a total of 244 per treatment and
1952 in the experiment; 26 plantlets were sampled in each
EU. The variables evaluated were plant height, colony
forming units (CFU) of Trichoderma, Fusarium and
Bacillus in substrate and root, and determination of
chlorophyll; in which the area below the curve was
determined (ABC), according to what was reported by
Madden et al. (2007).

n—1
ABCPE = (%) (., 1)

Where n is the number of measurements, y, is the
variable evaluated, and t, is the number of days from the start
ofthe experiment to the date of measurement .

The data were subjected to an analysis of variance
and comparison of means of minimum significant difference
(a=0.05), with the SAS statistical package.

Quantification of CFU in substrate. For
Trichoderma spp. and Fusarium spp., the quantification of
CFU from soil was made using the following procedure: 10
g of a substrate sample were weighed, and were added in 90
mL of sterile distilled water in a flask of 125mL, dilutions to
107 were made. Potato Dextrose Agar Penetrex
Streptomycin (PDA-PS) was employed with 0.5mL of
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material se incubo por siete dias a temperatura ambiente de
22 a24°C. La determinacion de UFC de Bacillus subtilis se
realizé con la misma técnica anterior solo que empleando la
dilucion 10” en medio de cultivo agar nutritivo (AN Bioxon”
38g L")y cuantificando la densidad de poblacion en base ala
morfologia de la colonia y la prueba de Gram (Schaad et al.,
2001).

En el sustrato empleado se cuantificaron las UFC g
de sustrato de Trichoderma spp., Fusarium spp. y Bacillus
spp., presentes ya que fue una composta natural que se
emplea por la empresa para su material de
micropropagacion y no pasa por esterilizacion.

Cuantificacion sobre raices. Se peso un gramo de
raices a partir de 26 plantulas de agave de cada UE y se
lavaron con agua comun. Las muestras destinadas a
determinar Trichoderma sp. y Fusarium sp., se
desinfestaron en hipoclorito de sodio al 3% por tres minutos
y al final se enjuagaron con agua destilada esterilizada y
secaron para sembrarse en medio de cultivo PDA e
incubarse en camara de crecimiento a temperatura de 22 a
24°C. El nimero de colonias de Trichoderma 'y Fusarium se
evaluaron a los siete y 10 dias. Para cuantificar B. subtillis
se sigui6 el procedimiento anterior solo sin la desinfestacion
con hipoclorito de sodio. Las raices se sembraron en medio
AN incubandose a la misma temperatura indicada arriba y se
evaluaron a las 24 y 48h tomando en cuenta la morfologia de
lacoloniay la prueba de Gram (Schaad et al.,2001).

Determinacion de clorofila. Se tomaron 10g de
hojas de agave por tratamiento y se introdujeron en 80mL de
acetona al 70%, se dejaron reposar por 24h en oscuridad y
posteriormente se llevaron al espectrofotdometro para su
cuantificacion (Porraetal., 1989).

RESULTADOS

Cuantificacion de flora microbiana fungosa en
sustrato. El resultado de la cuantificacion de flora
microbiana fungosa en el sustrato empleado en las plantulas
reporto la presencia de Trichoderma sp. en 1.2 ufc(x1000) g
', Penicillium sp. 21.4 ufc(x1000) g, Aspergillus sp. 7.7
ufc(x1000) g, Mucor sp.12.1 ufe(x1000) g' y Chalaropsis
sp. 0.4 ufc(x1000) g'(Figura 1), las cuales se identificaron a
género con ayuda de las claves para hongos imperfectos de
Barnett y Hunter (1998). Estos resultados no sorprenden ya
que se tratd de un sustrato natural y sent6 referencia de los
organismos con los cuales convivirian los organismos de los
diferentes tratamientos introducidos para enriquecer el
mismo.

Dindmica de UFC en sustrato y raiz. El
establecimiento de las especies de Trichoderma spp. ocurrid
desde la primera evaluacion a los 30 d después de la
inoculacion (ddi) en todos los tratamientos como se puede
apreciar en la Figura 2, y se mantuvo constante durante el
tiempo (60, 90, 120, 150 y 180ddi) en valores de 3.5 a 4 log
(UFC mL") en todos los tratamientos.

Los propagulos de Fusarium spp. tuvieron un
comportamiento diferente en sustrato y raiz. En raiz los
tratamientos T1 Th, T2 Tv y T4 Bs no reportaron UFC en los
primeros 30 d, sin embargo a los 60 ddi ya oscilaban entre 2 y
2.5log (UFC mL"), el tratamiento T3 Ta alcanzé los mismos
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commercial surfactant Penetrex®, 0.01g of streptomycin
and 0.0075g of tetracycline hydrochloride; the medium was
agitated gently so as not to form bubbles. From the dilution
107, 10 samples of 0.1 mL were taken, which were added to
the PDAA-PS medium. The material was incubated for
seven days at room temperature of 22 to 24°C.
Determination of CFU of Bacillus subtilis was made with
the above technique, but using dilution 10” in nutritive agar
culture (NA Bioxon" 38g L") and quantifying the population
density based on the morphology of the colony and the Gram
test (Schaad et al.,2001).

In the substrate employed the UFC g" of substrate of
Trichoderma spp., Fusarium spp. and Bacillus spp. present
were quantified, given that it was a natural compost
employed by the firm for its propagation material and is not
sterilized.

Quantification on roots. A gram of roots was
weighed from 26 agave shoots from each EU and washed
with common water. The samples destined for determining
Trichoderma sp. and Fusarium sp. were disinfested in
sodium hypochlorite 3% for three minutes and then were
rinsed with sterilized distilled water and dried to be sown in
PDA culture medium and incubated in a growth chamber at
22 to 24°C. The number of colonies of Trichoderma and
Fusarium were evaluated at seven and 10 days. To quantify
B. subtilis the above procedure was followed, but without
the disinfestations with sodium hypochlorite. The roots
were sown in NA medium and incubated at the same
temperature indicated above, and evaluated at 24 and 48 h,
considering the morphology of the colony and the Gram test
(Schaadetral.,2001).

Determination of chlorophyll. 10g of agave leaves
were taken for treatment and were introduced in 80mL of
acetone at 70%, were left to rest for 24h in darkness and later
were taken to the spectrophotometer for quantification
(Porraetal., 1989).

RESULTS

Quantification of fungal microbial flora in
substrate. The result of the quantification of fungal
microbial flora in the substrate employed in the plantlets
eported the presence of Trichoderma sp. in 1.2 cfu(x1000) g’
', Penicillium sp. 21.4 CFU (x1000) g, Aspergillus sp. 7.7
CFU (x1000) g', Mucor sp. 12.1 CFU (x1000) g" and
Chalaropsis sp. 0.4 CFU (x1000) g', which were identified
to genus with the aid of the imperfect fungi codes of Barnett
and Hunter (1998). These results are not surprising, given
that it was a natural substrate and gave a reference of the
organisms with which the organisms of different treatments
would coexist, introduced to enrich the substrate.

Dynamic of CFU in substrate and root. The
establishment of the species of Trichoderma spp. occurred
since the first evaluation 30 d after inoculation (dai) in all of
the treatments, as can be seen in Figure 2, and was
maintained constant during the time (60, 90, 120, 150 and
180 dai) at values of 3.5 to 4 log (CFU mL") in all of the
treatments.

The propagules of Fusarium spp. had a different
behavior in substrate and root. In root the treatments T1
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UFC (x1000)/g de sustrato

Sustrato

Figura 1. Resultados de UFC (x1000) por gramo de sustrato determinados en la composta empleada en la etapa de vivero con

plantulas de micropropagacion.

Figure 1. Results of CFU (x1000) per gram of substrate determined in the compost used in the nursery adaptation stage with

micro-propagation plantlets.

niveles entre los 100y 120 ddi; paraT5 Tv+ Bs se lograron
alos 90 ddi; T6 Ta + Bs, T7 Tabs y T8 Treg iniciaron con los
niveles desde los 30 ddi. En sustrato la colonizacion ocurrid
desde los 30 ddi alcanzando niveles de 2 y 2.5 log (UFC
mL") en todos los tratamientos, sin embargo en los
tratamientos T3 Ta y T7 Tabs, ocurrié un descenso de UFC a
los 150 ddi y coincidi6 con la evaluacién de marzo de 2009.
El tratamiento T5 Tv + Bs reporto un descenso de UFC de
Fusarium spp. alos 60 ddi (enero 2009), no obstante alcanzo
losnivelesde2y2.5log (UFCmL") posteriormente.

La colonizacion de B. subtilis en los tratamientos T4
Bs, TS5 Bs + Tvy T6 Bs + Ta, reportaron niveles elevados de
UFC de la bacteria en raices y su poblacion se mantuvo
entre 6.5 a 7.0 log (UFC/mL). En los tratamientos T1 Th, T2
Tv, T3 Ta, T4 Bs, T7 Tabs y T8 Treg, la bacteria descendio en
sus niveles de densidad alos 180 ddi en laraiz; sin embargo,
en los tratamientos T5 Tv+Bs y T6 Ta+Bs se mantuvo
constante en los niveles de 6.5 a 7.0 log (UFC/mL) (Figura
2). El establecimiento de la bacteria en sustrato no ocurrio en
los tratamientos T2 Tvy T8 Treg; mientras que en T1 Th, T3
Tay T7 Tabs, su densidad se empezo a incrementar a los 150
ddi; los tratamientos que incluyeron a la bacteria desde el
inicio T4 Bs, T5 Tv+Bs y T6 Ta+Bs, se establecieron en
suelo desde los 30 ddi y se mantuvieron en densidades
similares que los de raiz.

Analisis de varianza de area bajo la curva (ABC)
y comparacion de medias Trichoderma sp. sustrato. Los
resultados del ANAVA mostraron diferencias entre
tratamientos conuna P=0.0003 respectoa la colonizacion
de UFC de Trichoderma sp. en sustrato, donde la prueba de
comparacion de medias de LSD (diferencia minima
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Th, T2 Tv and T4 Bs did not report CFU in the first 30 d,
however, at 60 dai they fluctuated between 2 and 2.5 log
(CFU mL"), Treatment T3 Ta reached the same levels
between 100 and 120 dai; for T5 Tv + Bs, they were reached
at 90 dai; T6 Ta + Bs, T7 Tabs and T8 Treg initiated with
these levels from 30 dai. In substrate the colonization
occurred from 30 dai, reaching levels of 2 and 2.5 log (CFU
mL" in all of the treatments, however, in treatments T3 Ta
and T7 Tabs, a decrease of CFU occurred at 150 dai and
coincided with the evaluation of March 2009. Treatment T5
Tv + Bs reported a decrease of CFU of Fusarium spp. at 60
dai (January 2009), although it reached the levels of 2 and
2.5log (CFUmL") later.

The colonization of B. subtilis in treatments T4 Bs,
T5 Bs + Tv and T6 Bs + Ta, reported high levels of CFU of
the bacteria in roots and its population remained between 6.5
and 7.0 log (CFU/mL"). In treatments T1 Th, T2 Tv, T3 Ta,
T4 Bs, T7 Tabs and T8 Treg, the bacteria descended in
density levels at 180 dai in the root. However, in treatments
T5 Tv+Bs and T6 Ta+Bs, it remained constant at levels of
6.5 to 7.0 log (CFU/mL") (see Fig. 2). The establishment of
the bacteria in substrate did not occur in treatments T2 Tv
and T8 Treg; while in T1 Th, T3 Ta and T7 Tabs, its density
began to increase at 150 dai; the treatments that included the
bacteria from the start T4 Bs, TS Tv+Bs and T6 Ta+Bs, were
established in soil from 30 dai and remained in densities
similar to those of root.

Analysis of variance of area below the curve
(ABC) and comparison of means Trichoderma sp.
substrate. The results of ANAVA showed differences
among treatments with a P=0.0003 with respect to the
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Figura 2 Comportamiento de los tratamientos T1 T° harzianum (Th), T2 T. virens (Tv), T3 T. aureviride (Ta), T4 B. subtilis (Bs),
TS5 T virens + B. subtilis (Tv + Bs), T6 T. aureoviride + B. subtilis (Ta+ Bs), T7 Testigo absoluto (Tabs) y T8 Testigo regional
(Treg), durante seis meses de diciembre 2008 a mayo de 2009, inoculados al sustrato durante la etapa de adaptacion de vivero
del agave (Agave tequilana weber var. Azul) en el “Rancho el Indio”, Tequila, Jalisco.

Figure 2. Behavior of treatments T1 7. harianum (Th), T2 T. virens (Tv), T3 T. aureoviride (Ta), T4 B. subtilis (Bs), T5 T. virens
+ B. subtilis (Tv + Bs), T6 T. aureoviride + B. subtilis (Ta+ Bs), T7 Absolute control (Tabs) and T8 (Regional control), during
six months from December 0f 2008 to May of 2009, inoculated to the substrate during the nursery adaptation stage of the agave
(Agave tequilana weber var. Azul) in “Rancho el Indio”, Tequila, Jalisco.
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significativa 0=0.05) reporté al T3 Ta con la mayor ABC
1338.75; el T1 Th alcanzo niveles de 1160.25, le siguieron
T4 Bs con 1012.50 y T8 Treg 1048.50. El resto de los
tratamientos estuvieron por debajo de mil, T7 Tabs 951.00,
T5 Tv + Bs 921.00, T6 Ta + Bs 836.25 y T2 Tv 703.50
(Cuadro 2).

Trichoderma sp. raiz. El ANAVA de las UFC en raiz
de Trichoderma sp. reporto diferencias en los tratamientos
conuna P=0.0325. La prueba de comparacion de medias de
LSD (0=0.05) sefial6 que el ABC mayor fue obtenida por T1
Th 772.5, seguido de un grupo de cinco tratamientos donde
se agruparon T3 Ta 645.0, T2 Tv 532.5, T8 Treg 518 y T4 Bs
412.5, que pese a reportarse como iguales estadisticamente
presentan diferencias de mas de 100 puntos entre algunos de
ellos. Las areas menores las obtuvieron los tratamientos T5
Tv + Bsy T6 Ta + Bs, con 315.0 y 277.5, respectivamente
(Cuadro 2).

Bacillus subtilis sustrato. E1 ANAVA del ABC
indico diferencias entre tratamientos con una P de 0.016. La
prueba de comparacion de medias LSD (0=0.05) resalté a
los tratamientos donde se encontr6 la bacteria como los de
mayores niveles de ABC. E1 T4 Bs fue el de niveles altos con
una ABC de 2055.0, seguido de aquellos tratamientos que
tuvieron interaccion con Trichoderma como el TS5 Tv + Bs
1387.50 y T6 Ta + Bs 1290.0. Niveles menores se
encontraron en T1 Th 30.0, T3 Ta 52.5 y T7 Tabs 15.0. Los
tratamientos T2 Tv y T8 Treg no reportaron colonizacion en
suelo de B. subtilis (Cuadro 3).

Bacillus subtilis raiz. Un comportamiento similar al
de B. subtilis en sustrato se observo enraices, donde también
se mostrd la existencia de diferencias estadisticas entre
tratamientos del ANAVA del ABC conuna P de 0.0135. Los

Cuadro 2. Comparacion de medias de LSD (diferencia
minima significativa a=0.05) del area bajo la curva (ABC)
de las UFC de Trichoderma sp. detectadas en sustrato y
raices en los tratamientos establecidos en la etapa de vivero
en agave de micro-propagacion después de seis muestreos
de diciembre de 2008 a abril de 2009 con intervalo de
muestreo de 30d.

Table 2. Comparison of means of LSD (least significant
difference 0=0.05) of the area below the curve (ABC) of the
CFU of Trichoderma sp. detected in substrate and roots in
the treatments established during the nursery stage in micro-
propagation agave after six samplings from December of
2008 to April 0of 2009 with sampling interval of 30 d.

ABC de UFC Trichoderma sp.

Tratamiento Sustrato* Raices*
T1 Th 1160.25 b 772.5a
T2 Tv 703.50 ¢ 532.5 abc
T3 Ta 1338.75 a 645.0 ab
T4 Bs 1012.50 be 412.5 be
T5 Tv + Bs 921.00 cd 315.0¢
T6 Ta + Bs 836.25 de 2775¢
T7 Tabs 951.00 cd 405.0 be
T8 Treg 1048.50 be 518.0 be

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales
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Cuadro 3. Comparacion de medias de LSD (diferencia
minima significativa 0=0.05) del area bajo la curva (ABC)
de las UFC de B. subtilis detectadas en sustrato y raices en
los tratamientos establecidos en la etapa de vivero en agave
de micro-propagacion después de seis muestreos de
diciembre de 2008 a abril de 2009 con intervalo de muestreo
de30d.

Table 3. Comparison of means of LSD (least significant
difference 0=0.05) of the area below the curve (ABC) of the
CFU of B. subtilis detected in substrate and roots in the
treatments established in the nursery stage of micro-
propagation agave after six samplings from December of
2008 to April of 2009 with sampling interval of 30 d.

ABC de UFC de Bacillus subtilis

Tratamiento Sustrato Raices
T1 Th 30.00 b 120.0 ¢
T2 Tv 0.00b 255.0 be
T3 Ta 52.50 b 150.0 ¢
T4 Bs 2055.00 a 435.0 ab
T5 Tv + Bs 1387.50 a 600.0 a
T6 Ta + Bs 1290.00 a 322.5bc
T7 Tabs 15.00b 180.0 ¢
T8 Treg 0.00b 1575¢

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales

colonization of CFU of Trichoderma sp. in substrate, where
the comparison of means test of LSD (least significant
difference o = 0.05) reported T3 Ta with the highest ABC
1338.75; T1 Th reached levels of 1160.25, followed by T4
Bs with 1012.50 and T8 Treg 1048.50. The rest of the
treatments were below one thousand, T7 Tabs 951.00, T5 Tv
+Bs921.00, T6 Ta+Bs 836.25and T2 Tv 703.50 (Table 2).

Trichoderma sp. root. The ANAVA of the CFU in
root of Trichoderma sp. reported differences in treatments
with P = 0.0325. The comparison of means LSD test (o =
0.05) indicated that the highest ABC was obtained by T1 Th
772.5, followed by a group of five treatments where T3 Ta
645.0, T2 Tv 532.5, T8 Treg 518 and T4 Bs 412.5, which
despite being statistically equal present differences of more
than 100 points among some of them. The lowest areas were
obtained by treatments T5 Tv+Bs and T6 Ta+Bs, with 315.0
and 277.5, respectively (Table 2).

Bacillus subtilis substrate. The ANAVA of the ABC
indicated differences among treatments with a P of 0.016.
The comparison of means LSD test (o = 0.05) highlighted
the treatments where the bacteria was found as those of the
highest levels of ABC. The T4 Bs had high levels with an
ABC of 2055.0, followed by those treatments that had
interaction with 7richoderma such as TS Tv + Bs 1387.50
and T6 Ta + Bs 1290.0. Lower levels were found in T1 Th
30.0, T3 Ta 52.5 and T7 Tabs 15.0. Treatments T2 Tv and T8
Treg did not report colonization in soil of B. subtilis (Table
3).

Bacillus subtilis root. A similar behavior to that of B.
subtilis in substrate was observed in roots, where there was
also the existence of statistical differences among treatments
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resultados arrojados por la prueba de comparacion de
medias de LSD (0=0.05) sefialaron que B. subtillis reportd
presencia en todos los tratamientos en sus raices. El ABC
mayor la alcanzoé el T5 Tv + Bs 600.0, seguido del T4 Bs
435.0 y T6 Ta + Bs 322.5; T2 Tv reportd 255.0. T1 Th, T3
Ta, T7 Tabs y T8 Treg, obtuvieron las ABC mas bajas con
valores de 120.0, 150.0, 180.0y 157.5 (Cuadro 3).

Fusarium sp. sustrato. Las UFC de Fusarium sp.
en sustrato no reportaron diferencias estadisticas entre
tratamientos en el ANAVA, sin embargo se apreciaron
niveles por debajo de 50 para la mayoria de los tratamientos,
excepto para el T7 Tabs y T8 Treg, donde se reportaron ABC
de 75.75y 120 (Cuadro 4).

Fusarium sp. raiz. No hubo diferencias estadisticas
de tratamientos en el ANAVA del ABC de UFC de Fusarium
sp. enraices. Sin embargo se tuvieron valores de mas de 200
entre varios de los tratamientos (Cuadro 4). T6 Ta + Bs
obtuvo niveles de ABC de 375.0, mientras que los valores de
T1Th, T2 Tv, T7 Tabsy T8 Treg, fueronde 210, 235.5,225.0
y 262.5, respectivamente. Los valores bajos se encontraron
en los tratamientos T3 Ta 105.0, T4 Bs 187.5y TS Tv + Bs
165.0.

Clorofila y Altura. No se reportaron diferencias
estadisticas entre tratamientos en el ANAVA de estas dos
variables (Cuadro 5).

DISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran que los
microorganismos como Trichoderma spp.y Bacillus subtilis
son capaces de establecerse en suelo y algunos de estos
tienen la capacidad de hacer a las raices su nicho; con esto
tienen la cualidad de equilibrar las densidades de poblacion

Cuadro 4. Comparacion de medias de LSD (diferencia
minima significativa 0=0.05) del area bajo la curva (ABC)
de las UFC de Fusarium sp. detectadas en suelo y raices en
los tratamientos establecidos en la etapa de vivero en agave
de micro-propagacion después de seis muestreos de
diciembre de 2008 a abril de 2009 con intervalo de muestreo
de30d.

Table 4. Comparison of means of LSD (least significant
difference 0=0.05) of the area below the curve (ABC) of the
CFU of Fusarium sp. detected in soil and roots in the
treatments established during the nursery stage in micro-
propagation agave after six samplings from December of
2008 to April of 2009 with sampling interval of 30 d.

ABC de UFC de Fusarium sp.

Tratamiento Sustrato* Raices*
T1 Th 48.00 a 2100 a
T2 Tv 30.00 a 232.5a
T3 Ta 20.25a 105.0 a
T4 Bs 3225a 187.5a
T5 Tv +Bs 30.00 a 165.0 a
T6 Ta + Bs 33.75a 375.0a
T7 Tabs 75.75 a 2250a
T8 Treg 120.00 a 262.5a

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales
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Cuadro 5. Comparacion de medias de LSD (diferencia
minima significativa a=0.05) del area bajo la curva (ABC)
de las variables altura y clorofilas en los tratamientos
establecidos en la etapa de vivero en agave de micro-
propagacion después de seis muestreos de diciembre de
2008 a abril de 2009 con intervalo de muestreo de 30 d.

Table 5. Comparison of means of LSD (least significant
difference 0=0.05) of the area below the curve (ABC) of the
variables height and chlorophylls in the treatments
established in the nursery stage in micro-propagation agave
after six samplings from December of 2008 to April of 2009
with sampling interval of 30 d.

Area bajo la curva

Tratamiento Altura* Clorofila*
T1 Th 4160.4 a 119.69 a
T2 Tv 43139 a 107.42 a
T3 Ta 4336.1 a 11529 a
T4 Bs 4469.6 a 116.67 a
T5 Tv + Bs 42126 a 107.16 a
T6 Ta + Bs 42924 a 110.89 a
T7 Tabs 43252 a 108.55 a
T8 Treg 42714 a 112.80 a

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales

of the ANAVA of the ABC with a P of 0.0135. The results
from the comparison of means test of LSD (0=0.05)
indicated that B. subtilis reported presence in all of the
treatments in roots. The highest ABC was reached by T5 Tv
+ Bs 600.0, followed by T4 Bs 435.0 and T6 Ta + Bs 322.5;
T2 Tv reported 255.0. T1 Th, T3 Ta, T7 Tabs and T8 Treg
obtained the lowest ABC with values of 120.0, 150.0, 180.0
and 157.5 (Table 3).

Fusarium sp. substrate. The CFU of Fusarium sp.
in substrate did not report statistical differences among
treatments in ANAVA. However, values of more than 200
were obtained among various treatments (Table 4). T6 Ta +
Bs obtained ABC levels of 375.0, while the values of T1 Th,
T2 Tv, T7 Tabs and T8 Treg were 210, 235.5, 225.0 and
262.5, respectively. The low values were found in treatments
T3Ta105.0,T4Bs 187.5and T5 Tv+Bs 165.0.

Chlorophyll and height. No statistical differences
were reported among treatments in the ANAVA of these two
variables.

DISCUSSION

The results of this work show that the
microorganisms such as Trichoderma spp. and Bacillus
subtilis are capable of establishing themselves in soil, and
some have the ability to nest in roots. Thus, they have the
quality of balancing the population densities of pathogenic
organisms such as various species of Fusarium common in
most soils of the world and regulating the populations of
microorganisms in the soils or substrates used. Smith et al.
(2001) indicate that the CFU levels below 100 CFU g" can
be considered low and of reduced risk for causing disease
from this fungus. However, above this level, precautions

70



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

de organismos patégenos como varias de las especies de
Fusarium comunes en la mayoria de los suelos del mundo
las poblaciones de microorganismos en los suelos o
sustratos que se empleen; Smith ef al. (2001) indican que
los niveles de UFC por debajo de 100 UFC g' pueden
considerarse bajos y de riesgo reducido para causar
enfermedad por este hongo, sin embargo, por arriba de ese
nivel se deben tomar precauciones ya que se consideran
niveles elevados (Valiuskaite et al., 2008). El control
biologico de patégenos de plantas cominmente involucra el
mejorar o aumentar el antagonismo alrededor de las plantas
o en el suelo pero en poblaciones bajas que permitan un
adecuado equilibrio. Este tipo de herramientas practicas
permiten la proteccion contra infecciones que pudieran
establecerse; la proteccion del material que se plantara
puede protegerse via raices, suelo o en semilla.
Gnanamanickan et al. (2002) reportaron el éxito de
tratamiento de la semilla en millones de hectareas de
algodon en china con Streptomyces 5406 como un ideal de
forma en la proteccion de cultivos desde el punto de vista
preventivo. La capacidad que se observo en este trabajo de
T1 Th para establecerse en suelo y raiz, también lo reportd
Harman (2000) para la especie 7. harzianum T-22 donde
seflalo ademas que la cualidad de colonizar el area de la
rizosfera en las plantas trae el beneficio de poder actuar
como un inductor de mecanismo de resistencia sistémica
adquirida, lo que conlleva a prolongar la proteccion de las
plantas hacia patdogenos. El tratamiento T3 Ta tuvo un
comportamiento similar a T1 Th; Howell (2002) y Harman
et al. (2004) reportaron que son varias las especies de
Trichoderma que tienen la capacidad de poder colonizar el
area del sistema de raices de plantas donde se aplica con la
finalidad de conferir proteccion y que los organismos
pueden actuar contra los patdgenos a través de la produccion
o liberacion de varios compuestos que pueden inducir
respuestas de resistencia sistémica adquirida o localizada y
asi perdida de patogenicidad en las plantas; sefialando que
dicha asociacion microorganismo-raiz causa sustanciales
cambios en el metabolismo y proteoma de la planta. El poder
establecerse en suelo también trac como beneficio que las
especies puedan actuar a través de competencia por espacio
0 por micoparasitismo que son algunos de los mecanismos
reportados desde los 70's para algunas de las especies del
genero Trichoderma (Harman, 2006; Harman et al., 2004 y
Howell, 2002). La aplicaciéon preventiva también fue
reportada por Horst ef al. (2005) quienes mencionan que
varios de los aislamientos y especies de Trichoderma spp.
pueden reducir la severidad de enfermedades en plantas
cuando se aplicaron en tratamiento a la semilla o trasplante
entre ellas reportan a 7" asperellum T-203, T hamatum GT3-
2, T. hamatum T382, T. harzianum T39, T. harzianum T22'y
T. virens Go6.

Respecto al comportamiento de B. subtilis los
resultados de este trabajo demuestran la capacidad que tiene
de establecimiento donde se adiciona sea en suelo o sustrato,
asi como en las raices. El género Bacillus esta considerado
como promotor del crecimiento con potencial para
incrementar el rendimiento en las plantas. Varias especies
han sido objeto de investigacion para su implementacion
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should be taken, as they are considered high (Valiuskaite et
al., 2008). The biological control of plant pathogens
commonly involves improving or increasing the antagonism
around the plants or in the soil but in low populations which
permits an adequate balance. This type of practical tool
allows protection against infections that could be
established; the protection of the material to be planted can
be protected via roots, soil or seed. Gnanamanickan et al.
(2002) reported the success of treatment of seed in millions
of hectares of cotton in China with Streptomyces 5406 as an
ideal form of crop protection from the preventive viewpoint.
The capacity that was observed in this work of T1 Th for
establishment in soil and root was also reported by Harman
(2000) for the species T. harzianum T-22, where he also
pointed out that the quality of colonizing the area of the
rhizosphere in the plants has the benefit of acting as an
inductor of acquired systemic resistance mechanism, which
prolongs the protection of the plants from pathogens.
Treatment T3 Ta had a behavior similar to that of T1 Th;
Howell (2002) and Harman et al. (2004) reported that
various species of Trichoderma have the capacity to
colonize the area of the root system of plants where it is
applied, in order to confer protection and so that the
organisms can act against the pathogens through the
production or release of various compounds which can
induce acquired or localized systemic resistance, and thus,
the loss of pathogenicity in the plants. These authors point
out that this association of microorganism-root causes
substantial changes in the metabolism and proteome of the
plant. The capacity to be established in soil also has the
benefit that the species can act through competition for
space or for myco-parasitism, which are some of the
mechanisms reported since the 1970's for some of the
species of the genus Trichoderma (Harman, 2006; Harman
et al., 2004 and Howell, 2002). Preventive application was
also reported by Horst et al. (2005), who mention that
several of the isolates and species of Trichoderma spp. can
reduce the severity of diseases in plants when they are
applied in treatment to seed or transplant, among which 7.
asperellum T-203, T. hamatum GT3-2, T. hamatum T382, T.
harzianum T39, T. harzianum T22 and T. virens G6 were
reported.

With respect to the behavior of B. subtilis, the results
of this work demonstrate its capacity for establishment
where it is added in soil or substrate, as well as in roots. The
genus Bacillus is considered to be a growth promoter with
potential for increasing plant yield. Various species have
been the object of investigation for their implementation as
biological control agents due to their characteristics of high
colonization in roots and survival conferred by the spores
(Kloepper et al., 1992; Van Veen et al., 1997). It is a group of
bacteria found in diverse ecological niches, including soil,
water and air (Pankaj et al., 2012). Jacobsen et al. (2004)
point out that Bacillus spp. are biological control agents with
high potential as a tool in an integrated pest management
system with tendencies toward sustainable management.
One of the investigations that demonstrated the findings of
Jacobsen et al. (2004) are the results obtained by Zhang et al.
(2009), who applied B. subtilis in treatment to seed and
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como agentes de control bioldgico debido a sus
caracteristicas de alta capacidad de colonizacién de laraiz'y
de supervivencia que le confieren las esporas (Kloepper et
al., 1992; Van Veen et al., 1997); es un grupo de bacterias
que se encuentran en diversos nichos ecologicos incluyendo
suelo, agua y aire (Pankaj et al., 2012). Jacobsen et al.
(2004) senalaron que Bacillus spp. son agentes de control
biologico que tienen un gran potencial como herramienta en
un sistema de manejo integrado de plagas con tendencias
haciaun manejo sustentable. Una de las investigaciones que
demostr6 lo sefialado por Jacobsen et al. (2004) son los
resultados obtenidos por Zhang et al. (2009) quienes
aplicaron B. subtillis en tratamiento a semilla y directo al
suelo, en cultivo de soya contra Fusarium oxysporum 'y F.
graminearum, y reportaron que reduce la severidad de
pudricién de raices por 68 a 74% e incrementa la emergencia
en13a17%,laalturaen9a 18%,y el peso seco deraizde 8.4
a 19%. Veerubommu et al. (2011) encontraron que una
mezcla de rizobacterias (Bacillus atrophaeus +
Burkholderia cepacia) reducen la incidencia de F
oxysporum f. sp. gladioli bajo condiciones de produccion en
invernaderos y en experimentos de campo fue de 48.6 y
46.1%, comparado con el tratamiento con fungicida
(carbendazim) que reportd una reduccion de 51.5 a 47.1%.
Turner y Backman (1991) mostraron que B. subtilis podia
colonizar consistentemente el sistema radical de cacahuate.
El tratamiento a las semillas de cacahuate reportd una
emergencia mayor que los no tratados y los resultados de
vivero se repitieron en ensayos de campo. Dukare et al.
(2011) sefialaron resultados similares a los autores
anteriores en el tratamiento de semilla y en composta con B.
subtilis contra el ahogamiento ocasionado en plantula por
Pythium aphanidermatum, P. debaryanum, Rhizoctonia
solani 'y Fusarium oxysporum, donde sus resultados
mostraron reduccion de la incidencia y severidad de la
enfermedad. Chae et al. (2006) evaluaron una composta
conteniendo diversas bacterias con capacidad de producir
chitinasas, entre ellas B. subtillis, como enmienda de suelo
contra la marchitez del chile ocasionada por Phytophthora
capsici 'y concluyeron que se abate el efecto del patdgeno
creando condiciones supresivas en el area de la rizosfera.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que el uso de
Trichoderma spp., B. subtilis o la mezcla de ambos, en
algunos casos, debe ser un tratamiento preventivo en el
material de propagacion en el cultivo de Agave tequilana
Weber var. Azul, ya que se establecen las poblaciones de
antagonistas creando un ambiente de equilibrio en el area de
la rizésfera que no permite que las poblaciones de Fusarium
spp. se disparen y se mantegan densidades de UFC que no
superen las 100 UFC g'; también esta colonizacion sera de
apoyo cuando las plantas sean llevadas a campo y sean
sometidas al estrés del transplante y enfrentadas a la
poblacion nativa de organismos habitantes de los diferentes
suelos.
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