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RESUMEN

El complejo Fusarium es el agente causal de la marchitez vascular en Agave sp., enfermedad
que inicia en raices, tallo/pifia y hojas, afectando de manera significativa el rendimiento y la
calidad de bebidas tradicionales como pulque, mezcal y tequila. El control preferente mediante
el uso intensivo de productos quimicos sintéticos ha generado consecuencias negativas:
resistencia del patogeno, impacto ambiental y riesgos para la salud humana. Ante esta
problematica, se realizd una revision bibliografica sistematica de 30 afios (1994-2024)
siguiendo el protocolo PRISMA, con busqueda en plataformas como Science Direct, Redalyc,
Scielo, Scopus, Google Scholar, Google Académico y PubMed. Se emplearon como palabras
clave: complejo Fusarium, marchitez vascular, agave y métodos de control. El analisis
permitio identificar los métodos de control mas reportados en agave y otros cultivos de
importancia agricola, entre ellos: silice, ozono, aceites esenciales, agua &cida, micorrizas,
nanoparticulas, acido salicilico, extractos vegetales y el biocontrol con agentes antagonistas
(Trichoderma y Bacillus). Este Gltimo fue mencionado en el 33% de los estudios revisados.
Con base en estos hallazgos, se evaluo el efecto antagdnico de Trichoderma longibrachiatum
frente a tres cepas de Fusarium oxysporum (FUSA, FUSB y FUSC) en plantas de Agave
cupreata, bajo condiciones de invernadero. Se aplicaron 13 tratamientos en un disefio
completamente al azar, bajo la hipotesis de que el control biorracional superaria al quimico en
la reduccion de la incidencia de la marchitez. El enfoque metodoldgico incluyé la evaluacién
de la patogenicidad de F. oxysporum en A. cupreata y Aloe vera donde la cepa FUSA resultd
la més agresiva en la produccion de sintomas de la enfermedad en ambas especies, asi como
la evaluacién del antagonismo in vitro en cultivos duales y bajo condiciones de invernadero
en planta, entre T. longibrachiatum y las tres cepas de F. oxysporum. No se detectaron
diferencias estadisticas en las variables respuesta: incidencia de la enfermedad, nivel de dafio,
namero de hojas, nimero de raices, longitud de las raices y diametro horizontal y vertical de
las pifias, entre los tratamientos probados en invernadero, revelando que los tratatamientos
biolégicos (T. longibrachiatum vs. F. oxysporum) y el quimico (Sulfato de cobre
pentahidratado) se comportaron estadisticamente igual. Sin embargo, al seccionar y rasurar las
pifias ya desinfectadas de las mismas plantas tratadas, y luego colocadas en camaras humedas
para estimular el crecimiento de raices, los explantes resultantes se sembraron en PDA durante
10 dias hasta observar el crecimiento de ambos hongos. Posteriormente, se reaislaron y
resembraron in vitro en cultivos duales para evaluar su antagonismo, resultando positivo el

Vi



efecto antagonico de T. longibrachiatum sobre las cepas FUSB y FUSC de F. oxysporum.
Dado que los tratamientos probados bioldgicos vs. quimicos se comportaron igual, se sugirio
el empleo de T. longibrachiatum como estrategia biorracional alternativa para el control

ecolégicamente sostenible y econdémico de la marchitez vascular en esta especie.

Palabras clave: Agave, antagonismo, patégeno, marchitamiento.
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ABSTRACT

The Fusarium complex is the causal agent of vascular wilt in Agave sp., a disease that begins in
the roots, stem/pifia (heart), and leaves, significantly affecting the yield and quality of traditional
beverages such as pulque, mezcal, and tequila. The preferential control method, relying on the
intensive use of synthetic chemicals, has led to negative consequences: pathogen resistance,
environmental impact, and risks to human health. In response to this problem, a systematic
literature review of 30 years (1994-2024) was conducted following the PRISMA protocol,
searching platforms such as ScienceDirect, Redalyc, SCIELO, Scopus, Google Scholar, Google
Apps, and PubMed. The keywords used were: Fusarium complex, vascular wilt, agave, and
control methods. The analysis identified the most frequently reported control methods in agave
and other agriculturally important crops, including silica, ozone, essential oils, acidic water,
mycorrhizae, nanoparticles, salicylic acid, plant extracts, and biocontrol with antagonistic agents
(Trichoderma and Bacillus). The latter was mentioned in 33% of the reviewed studies. Based on
these findings, the antagonistic effect of Trichoderma longibrachiatum against three strains of
Fusarium oxysporum (FUSA, FUSB, and FUSC) was evaluated in Agave cupreata plants under
greenhouse conditions. Thirteen treatments were applied in a completely randomized design,
based on the hypothesis that biorational control would outperform chemical control in reducing
the incidence of wilt. The methodological approach included evaluating the pathogenicity of F.
oxysporum in A. cupreata and Aloe vera, where the FUSA strain proved to be the most aggressive
in producing disease symptoms in both species. In vitro antagonism was also evaluated in dual
cultures and under greenhouse conditions in plants between T. longibrachiatum and the three F.
oxysporum strains. No statistically significant differences were detected in the response
variables—disease incidence, damage level, number of leaves, number of roots, root length, and
horizontal and vertical diameter of the cones—among the treatments tested in the greenhouse.
This revealed that the biological (T. longibrachiatum vs. F. oxysporum) and chemical (copper
sulfate pentahydrate) treatments behaved statistically similarly. However, after sectioning and
shaving the disinfected cones of the treated plants and placing them in humid chambers to
stimulate root growth, the resulting explants were planted on PDA for 10 days until growth of

both fungi was observed. Subsequently, they were re-isolated and re-cultured in vitro in dual
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cultures to evaluate their antagonism. The antagonistic effect of T. longibrachiatum on the FUSB
and FUSC strains of F. oxysporum was positive. Since the tested biological and chemical
treatments performed similarly, the use of T. longibrachiatum was suggested as an alternative
biorational strategy for the ecologically sustainable and economical control of vascular wilt in

this species.

Keywords: Agave, antagonism, pathogen, wilt.



l. INTRODUCCION GENERAL

El origen del género Agave se calcula entre los 7 y 10 millones de afios de acuerdo a Eguiarte
et al. (2000), se encuentra distribuido desde el Sur de Estados Unidos hasta el Norte de
Sudamérica; su domesticacion data de 12-14,000 afios a la fecha (Ruiz-Mondragén, 2025). Su
importancia radica en todos los productos derivados de este genero: alimento, fibras textiles,
forraje, extractos medicinales y destilados alcohdlicos, como el tequila, mezcal, comiteco y
bacanora (Ramirez, 1995). La enfermedad de la marchitez vascular en los agaves ocasionada
por el complejo Fusarium ha provocado pérdidas que van del 30 al 100% en las explotaciones
segun Lopez-Bautista et al. (2019), esto ha disminuido el rendimiento de las pifias y su calidad
(DGSV-CNRF, 2017; Gobierno Federal, 2013). Para el control de esta enfermedad se ha
recurrido a los tratamientos quimicos que la han controlado, sin embargo, esto ha elevado la
contaminacion ambiental, en detrimento de la flora, la fauna y el mismo hombre (Martinez-
Palacios et al., 2015). Desde hace 30 afios se han propuesto alternativas de solucion
biorracionales, tales como, control legal (Gobierno Federal, 2013), control cultural que implica
acciones como los policultivos, cubiertas vegetales y desinfeccién de las herramientas
utilizadas, entre otras (Tlapal-Bolafios et al., 2014), nanoparticulas de plata (AgNPs) (Alvarez-
Carvajal et al., 2020), el ozono (Garcia-Chamizo et al., 2020), extractos y esencias vegetales
(Villa-Martinez et al., 2015), ademés del efecto antagbnico de microorganismos como los
géneros Bacillus, Beauveria, Trichoderma, Paecilomyces (Ayala et al., 2018).

En la presentacion de este trabajo primero se analizé y tipifico al complejo Fusarium spp. para
comprender sus mecanismos de infeccion y ciclo biolégico, y estar en condiciones de proponer
las alternativas mas viables y sustentables en el control de este hongo. Por tanto, primero se
presenta una revision bibliografica que permita conocer el mecanismo de accion de Fusarium
spp. y las formas mas efectivas para su control. Para ello, se establecio una metodologia basada
en el protocolo de la declaracion PRISMA 2020 (Prefered Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses), en este analisis se incluyeron las siguientes plataformas Since
Direct, Redalyc, Scielo, Scopus, Google scholar, Google académico y Pubmed. Con los
resultados de esta informacion, se establecié un ensayo de trece tratamientos para probar el
efecto de Trichoderma longibrachiatum contra Fusarium oxysporum, asi como un tratamiento

quimico comercial, bajo condiciones de invernadero.



Il. REVISION DE LITERATURA

21 Origen, distribucién, domesticacion e importancia socio-economica de Agave spp.

El género Agave spp. se origind hace aproximadamente entre 7 y 10 millones de afios en
América (Eguiarte et al., 2000); se distribuye desde el Sur de los Estados Unidos hasta el norte
de Sudamérica incluyendo a las islas del Caribe, su domesticacion data de 12-14,000 afios a la
fecha (Ruiz-Mondragon, 2025). Su importancia radica en todos los productos derivados de este
género: alimento, fibras textiles, forraje, extractos medicinales y destilados alcohdlicos, como
el tequila, mezcal, comiteco y bacanora (Ramirez, 1995). De las 211 especies de Agave que
existen en este continente, el 75% (159) prosperan en México (Garcia-Mendoza, 2018),
considerado centro de origen, diversidad morfoldgica, filogenética y evolutiva de este género
(Garcia-Herrera et al., 2010). En México la distribucidn de esta planta va desde el norte hasta
el sur de la Republica Mexicana siendo el estado de Oaxaca la zona con mayor diversidad de
agaves. Actualmente este género se investiga desde varios puntos de vista, desde estudios que
abarcan el manejo agroecoldgico, bioguimico, fisiolégico y especialmente aplicaciones en
biotecnologia como su uso en biocombustibles, bebidas, alimentos, fibras y obtencion de
metabolitos secundarios con aplicaciones farmacéuticas (Naivy et al., 2015). En el sector
productivo y econémico la industria de bebidas es considerada la de mayor potencial para la
produccién de pulque, mezcal, tequila, bacanora y comiteco (Pérez-Hernandez et al., 2016),
donde destaca la produccién de tequila y mezcal, ya que representa el 18.6% de la produccion
total bruta, y en donde el tequila registré una participacion de alrededor del 87% de la
produccion y el mezcal el 13 %. Segun los censos econémicos de 2014, por cada 100 pesos de
bebidas alcohdlicas que se producen, casi 20 pesos corresponden al tequila y mezcal (INEGI-
CAJ, 2019). Lopez-Nava et al. (2014) reportaron que a nivel nacional existen 30,000
productores y 625 fabricas que produjeron 8 millones de litros de mezcal con un valor de 1,700
millones de pesos; esto demuestra el impacto econémico de estas empresas. ES importante
considerar que la planta de Agave es la materia prima para la produccién de ambas bebidas y su
explotacion implica miles de toneladas. La calidad en la elaboracion de estas bebidas exige
cultivos saludables que requieren material vegetativo sano, como semillas, hijuelos, estolones
de plantas madre que garanticen su certificacion y exportacion (CRT, 2020; CRM, 2020). El

cultivo de Agave spp. es redituable y noble, sin embargo, no se escapa de la presencia de plagas



y enfermedades que limitan el cultivo, tal es el caso, de la marchitez vascular, enfermedad

causada por el complejo Fusarium.

2 Agave cupreata especie endémica de la Depresion del Balsas

Agave cupreata se distribuye en la cuenca del Rio Balsas, entre 1200 y 1800 msnm, en los
estados de Guerrero y Michoacén, prospera bajo una temperatura media anual de 19.1 °C y una
precipitacion promedio de 961 mm (Gentry, 1982). De esta especie se obtiene un mezcal de
reconocida calidad a nivel nacional e internacional (Mendoza-Celino et al., 2017), con una
produccion anual reportada de 246,017 L (COMERCAM, 2024). No obstante, se trata de una
especie endémica catalogada en peligro de extincion (Barrientos-Rivera et al., 2020; Colunga-
GarciaMarin et al., 2007), que ademas desempefia un papel fundamental en el nicho ecoldgico

regional (Barrientos-Rivera et al., 2020; Martinez-Palacios et al., 2015).

23 Complejo Fusarium agente causal de la marchitez vascular en Agave spp.

El complejo Fusarium habita principalmente en el suelo, en condiciones de temperatura de 20-
30 °C y humedad superior a 70%. La infeccion inicia con la penetracion del patdégeno en el
sistema radicular; posteriormente, el micelio y los microconidios obstruyen el transporte de agua
y nutrimentos hacia la parte aérea. Los sintomas comprenden clorosis foliar incipiente,
enrollamiento y cambio de coloracion a tonalidades purpura, hasta la muerte de la planta (Lopez-
Bautista et al., 2019; Vega-Ramos et al., 2013). Actualmente, es complicado controlar a
Fusarium debido a que este hongo tiene una larga supervivencia en el suelo gracias a sus
estructuras de resistencia como las clamidosporas, sin embargo, para el manejo de la marchitez
del agave se han implementado diferentes medidas que van desde el marco legal, dispuestas en
el Diario Oficial de la Federacion en 2013 hasta otros métodos fitosanitarios de gran importancia
y eficiencia. Por esta razon, el objetivo de esta revision fue realizar un andlisis exhaustivo sobre
las publicaciones relacionadas con los métodos quimicos, biolégicos, ecoldgicos y fitosanitarios
enfatizando su uso para el control del complejo Fusarium causante de la marchitez vascular en
el cultivo de agave y en otros cultivos, asi como revisar el impacto ecoldgico y econémico de

su aplicacion.



24 Marchitez vascular en Agave spp. causada por F. oxysporum

Entre los principales problemas fitosanitarios que afectan la produccién de Agave sp. destaca
la marchitez vascular del agave, causada por el hongo Fusarium sp., patdgeno que compromete
tanto el rendimiento como la calidad de la pifia, 6rgano de interés para la elaboracion de mezcal
(DGSV-CNREF, 2017; Gobierno Federal, 2013). Esta enfermedad puede afectar entre 30 y 100%
de las plantaciones (LAopez-Bautista et al., 2019).

% Control de F. oxysporum

El control convencional se basa en la aplicacion de productos quimicos que atentan el avance
de los sintomas; sin embargo, su uso continuo ha generado problemas de contaminacion
ambiental (Martinez-Palacios et al., 2015). Como alternativa sostenible, se ha propuesto el
empleo de microorganismos antagonistas pertenecientes a los géneros Bacillus, Beauveria,
Trichoderma, Paecilomyces y micorrizas, todos con actividad antagdnica frente a especies del
género Fusarium (Ayala et al., 2018). EI género Fusarium agrupa hongos cosmopolitas cuyo
desarrollo se favorece a temperaturas de 10-25 °C, pH de 5.5 a 6.5 y humedad relativa cercana
al 70% (Tlapal Bolafios et al., 2014). Por otra parte, Trichoderma spp. es un hongo edéafico
ampliamente reconocido por su capacidad antagonista frente a diversos fitopatogenos, incluidos
Fusarium spp. (Hernandez-Melchor et al., 2019). Se desarrolla preferentemente en suelos con
alto contenido de materia organica, tolera pH de acido a ligeramente alcalino (5.5-6.5) y
temperaturas entre 20 y 38 °C (Zeilinger et al., 2016). Su mecanismo de accion incluye
competencia por espacio y nutrimentos, asi como micoparasitismo mediado por la produccién
de metabolitos secundarios y enzimas hidroliticas capaces de lisar la pared celular del patégeno
(Vicente et al., 2022; Zeilinger et al., 2016). En estudios previos, Guevera and Rodriguez-
Galvez (2006) evaluaron distintos inductores quimicos de resistencia contra Fusarium
oxysporum en algoddn, aplicados a semillas y plantulas, e identificaron al sulfato de cobre
pentahidratado y al fosfito potasico como los tratamientos méas eficaces. Asimismo, Flores et
al., (2010) sefialaron que el control preventivo o correctivo de Fusarium sp. en agave tequilero
puede lograrse mediante la aplicacion de 750 g de sulfato de cobre pentahidratado

(CuS0a4-5H-0) disueltos en 200 L de agua, dirigidos al cogollo durante otofio e invierno.



I1l.  JUSTIFICACION

En el manejo de plagas y enfermedades se ha utilizado, desde la Revolucion Verde, el control
quimico; no obstante, este método ha generado resistencia en insectos y microorganismos,
ademés de provocar contaminacion ambiental y deterioro en la calidad de los alimentos
(Martinez-Palacios et al., 2015). El impacto econémico y social entre los productores de
Agave spp. debido al dafio ocasionado por el complejo Fusarium (F. 0.) ha sido considerable,
afectando entre el 30 y el 100% de las explotaciones de Agave tequilana en los estados con
Denominacién de Origen del Tequila (Lopez-Bautista et al., 2019). En el caso de A. cupreata,
esta problematica fitosanitaria es similar en los estados de Michoacan y Guerrero (Trinidad-
Cruzetal., 2017). Desde hace mas de treinta afios se han establecido préacticas biorracionales
para el control de patogenos, entre ellas el uso de plantas genéticamente resistentes al ataque
de plagas y enfermedades, la aplicacion de ozono, nanoparticulas de plata y otros metales,
acido salicilico, silice, aceites esenciales y extractos vegetales, asi como microorganismos
antagonistas del complejo Fusarium (F. oxysporum). En este sentido, una aportacion
biorracional de la presente tesis fue evaluar el efecto de T. longibrachiatum en el control de
tres cepas de F. oxysporum, ademas de un tratamiento quimico, probados en A. cupreata bajo

condiciones de invernadero.



IV. HIPOTESIS

El tratamiento biorracional presenta mayor eficacia que el manejo quimico convencional en

planta.



V. OBJETIVOS

5.1 Realizar un analisis exhaustivo sobre las publicaciones relacionadas con los métodos

quimicos, bioldgicos y sanitarios para el control de la marchitez vascular en el agave y otros

cultivos.
5.2 Analizar el impacto ecoldgico y econémico de su aplicacion.

5.3 Evaluar el efecto antagdnico de Trichoderma longibrachiatum como tratamiento

biorracional contra Fusarium oxysporum en A. cupreata bajo condiciones de invernadero.



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Descripcion metodoldgica del articulo publicado

Se llevo a cabo una revision bibliografica sistematizada sobre los reportes de evaluacion de la
eficiencia de los métodos utilizados para el control de la marchitez vascular en agave y otros
cultivos, causada por el complejo Fusarium. Esta revision se realizé con base en el protocolo
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses), y la bisqueda
de informacion se efectuo en las plataformas Science Direct, Redalyc, Scielo, Scopus, Google
Scholar, Google Académico y PubMed. Se emplearon como palabras clave: Fusarium,
marchitez vascular, agave y métodos de control, considerando como criterio de inclusion un
periodo de 30 afios (1994-2024).

6.2 Descripcion metodoldgica del articulo enviado
Se desarroll6 un experimento para evaluar el efecto antagbnico de Trichoderma
longibrachiatum contra el complejo Fusarium oxysporum en Agave cupreata, bajo condiciones

de invernadero.

6.2.1 Material bioldgico

Se utilizé una cepa de Trichoderma sp. proporcionada por el Laboratorio de Fitopatologia del
Instituto de Investigacidn y Capacitacion Agropecuaria del Estado de México (ICAMEX), asi
como tres cepas pertenecientes al complejo Fusarium oxysporum (F.o.), denominadas FUSA,
FUSB y FUSC, previamente identificadas mediante criterios morfoldgicos y moleculares
(Pérez-Pichardo et al., 2025, datos inéditos). Estas cepas fueron aisladas de hojas de A. cupreata
bajo condiciones de invernadero en julio de 2021. Para las pruebas de patogenicidad se
incluyeron adicionalmente hojas de A. vera y H. acupunctata como especies confirmatorias, con

el fin de evaluar la especificidad y el rango potencial de hospedantes.

6.2.2 Identificacion morfologica de Trichoderma sp.
La identificacion morfoldgica de Trichoderma sp. se realizd con los criterios taxonémicos

establecidos por Bissett (1984). Las observaciones microscopicas se realizaron con un



microscopio compuesto BOECO Germany, modelo BM-180 AC, utilizando preparaciones

temporales tefiidas con azul de metileno para facilitar la visualizacion de las estructuras fungicas.

6.2.3 Identificacion molecular de Trichoderma sp.

La identificacion molecular de la cepa de Trichoderma sp. se llevé a cabo en el Laboratorio de
Secuenciacion Genomica de la Biodiversidad de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM). Para la extraccion de ADN se empleo el kit comercial Animal and Fungi DNA
Extraction Kit (Jena Bioscience GmbH), siguiendo las instrucciones estrictas del fabricante. La
region espaciadora transcrita interna (ITS) del ADN ribosomal se amplificO mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando un termociclador Eppendorf. Para la
amplificacion se emplearon los cebadores ITS5f (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG)
(Ward and Adams, 1998) e ITSr4 (TCCTCCGCTTATTGATATGATATGC) (White et al.,
1990). Las secuencias obtenidas se compararon con aquéllas disponibles en la base de datos
GenBank mediante la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), considerando
coincidencias con un porcentaje de identidad superior al 95 %. El analisis filogenético de
Trichoderma sp. se realizd6 mediante el método de parsimonia, utilizando el software
SEAVIEW.

6.3 Pruebas de patogenicidad

Los postulados de Koch se corroboraron mediante la inoculacion de las cepas FUSA, FUSB y
FUSC en hojas de A. cupreata, A. vera (control positivo) y H. acupunctata (control negativo),
las cuales se mantuvieron en camaras himedas durante 15 dias a 28 °C, de acuerdo con la
metodologia descrita por Sierra-Moya et al., (2022). Transcurridos 15 dias, se observo el
crecimiento micelial de las cepas en hojas de A. cupreata y A. vera (control positivo). A partir
del tejido infectado se realizaron aislamientos y preparaciones microscépicas para confirmar la
identidad del patdgeno, utilizando un microscopio compuesto de BOECO Germany, modelo
BM-180 AC (Delgado-Ortiz et al., 2016).



6.4 Pruebas de antagonismo in vitro entre T. longibrachiatum y tres cepas de F. oxysporum
(FUSA, FUSByFUDC)
Complementariamente, se evalud el efecto inhibidor de T. longibrachiatum frente a las cepas
FUSA, FUSB y FUSC de F. oxysporum mediante el método de cultivo dual en PDA. El
crecimiento de cada hongo en confrontacion, asi como el control de cada cepa, se midié con un
vernier en milimetros con tres repeticiones por tratamiento (Sanchez-Garcia et al., 2017; Sarro
Baro et al., 2008). Posteriormente, se calculd el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) de acuerdo con el método descrito por Worasatit et al. (1994), empleando la siguiente
formula:

PICR = [(D: — D)/ Di] x 100
donde D. representa el diametro de la colonia del patdgeno cultivado en ausencia del antagonista

y D2 el didmetro de la colonia del patdégeno en confrontacion con el antagonista.

6.5 Evaluacion del antagonismo de T. longibrachiatum para evaluar el control de la marchitez

vascular en Agave cupreata bajo condiciones de invernadero

6.5.1 Primer analisis microbioldgico del sustrato

Se realiz6 un andlisis microbioldgico del sustrato utilizado en el establecimiento inicial de 65
plantas de Agave cupreata de tres afios de edad, para detectar la presencia de Trichoderma spp.
y Fusarium spp. Las plantas se mantuvieron en macetas de 6 pulgadas con una mezcla de peat
moss, agrolita y fibra de coco (v/v/v). Se colect6 una muestra compuesta de 10 g de sustrato, y
se prepararon diluciones decimales seriadas hasta 1x10°. De cada dilucion se inoculé 1 mL por
triplicado en cajas Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA), incubadas a 25+1 °C durante
siete dias, siguiendo la metodologia descrita por Alvarez-Vera et al. (2019). Finalmente, las
muestras se remitieron al Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacién y Estudios
Avanzados en Salud Animal de la Universidad Auténoma del Estado de México (UAEMEéX)

para su identificacion taxonémica.
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6.5.2 Pruebas en invernadero

Para evaluar el efecto antagonico de Trichoderma longibrachiatum sobre las cepas FUSA,
FUSB y FUSC del complejo Fusarium oxysporum (F. 0.), y compararlo con un control
quimico, se establecieron 13 tratamientos usando un disefio completamente al azar con cinco
repeticiones (13x5) bajo condiciones controladas de temperatura (°C) y humedad relativa
(%). Cada unidad experimental correspondi6 a una planta de Agave cupreata, cuyo sustrato
fue inoculado con 1x10% propagulos mL™ del antagonista y/o del patogeno, segin el
tratamiento correspondiente, siguiendo la metodologia descrita por Michel-Aceves et al.
(2009). Los tratamientos se organizaron en cuatro esquemas: i) aplicacion del antagonista,
seguida dos semanas después, de la inoculacion de cada cepa del patogeno (T1, T2 y T3); ii)
aplicacion inicial de cada cepa del patdgeno y, quince dias después, del antagonista (T4, T5

y T6); iii) aplicacion simultanea del antagonista y de cada cepa del patdégeno (T7, T8 y T9);

y iv) aplicacién del control quimico en combinacion con cada cepa del patdégeno (T10, T11

y T12). Ademas, se incluyd un tratamiento testigo consistente en la inoculacion individual de
cada cepa del patdgeno (T13). Se realizaron tres evaluaciones semanales (21, 28 y 35 dias),
registrando el nimero de hojas por planta, nimero y longitud de raices por planta y el
diametro longitudinal y transversal de la pifia (cm). El disefio de los tratamientos se encuentra

en la Tabla 1 del segundo articulo.

A los 21 dias posteriores a la aplicacion de los tratamientos se evalu6 el porcentaje de incidencia
y el nivel de dafio por sintomas de marchitez vascular en las 65 plantas del experimento (5
plantas por tratamiento), utilizando la escala patométrica (DGSV-CNRF, 2017), modificada con
cuatro niveles: 0 = planta sana; 1 = hojas moradas y encarrujadas (37 % de dafio); 2 = 75 % de
la planta dafiada; y 3 = planta muerta. Se realizaron tres evaluaciones semanales (21, 28 y 35
dias), registrando el nimero de hojas por planta, la cantidad y longitud de raices por planta, asi

como el didmetro longitudinal y transversal de la pifia (cm).

6.5.3 Segundo analisis microbiologico del sustrato

Posteriormente, a los 45 dias de inicio del experimento, se realizé un segundo analisis microbioldgico
del sustrato correspondiente a los tratamientos T7, T8 y T9, que consistieron en la inoculacion
conjunta de T. longibrachiatum (antagonista) con las cepas del complejo F. oxysporum (FUSA,
FUSB y FUSC).
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6.5.4 Efecto de la interaccion de T. longibrachiatum vs. F. oxysporum

Para corroborar el efecto antagonico de T. longibrachiatum sobre las cepas de F. oxysporum en
el control de la marchitez vascular de Agave cupreata, se seleccioné una pifia de cada tratamiento
evaluado, se lavaron, rasuraron y cortaron longitudinalmente, colocando las mitades en camara
himeda para inducir la emision de nuevas raices. Las raices emergentes se cortaron y se sembraron
en cajas Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA), incubadas durante 10 dias a 25 + 1 °C, hasta
observar el desarrollo de micelio y estructuras reproductivas de ambos hongos. Los aislamientos
obtenidos se transfirieron in vitro en cultivos duales para evaluar el efecto antagonico de T.
longibrachiatum, siguiendo la metodologia de Tlapal Bolafios et al. (2014). Las mediciones del
crecimiento micelial (mm) se realizaron a las 48, 72, 96 y 144 h, hasta que las cepas entraron en
contacto en la zona de confrontacion en las cajas Petri. Asimismo, se calculd el porcentaje de
inhibicién del crecimiento radial (PICR) mediante la formula propuesta por Worasatit et al.
(1994), y se realizaron observaciones microscopicas de la zona de enfrentamiento utilizando un

microscopio compuesto BOECO Germany, modelo BM-180 AC.

6.6 Diseflo experimental y andlisis estadistico

El efecto conjunto de los tratamientos probados para el control de la marchitez vascular en
Agave cupreata, asi como en sus variables de respuesta, se evaluaron estadisticamente
mediante la prueba de Fisher al 5 % (ANOVA) en un disefio completamente al azar. La
comparacion de medias se realiz6 con la prueba de Tukey al 5 %. El analisis estadistico se
efectud utilizando el paquete Minitab® version 18.1 (Minitab Inc., 2017, EUA).
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VII.

RESULTADOS
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SUMMARY

Background. The Fusarium complex is the causal agent of vascular wilt in agave that causes damage to the roots,
stem/cone, and leaves. This affects the health of the agave, the yield and therefore the quality of drinks derived from
this plant, such as pulque, mezcal and tequila, this prevents ensuring demand in the national and international market.
Chemical control has been the most frequent method used to control this disease; however, it has shown a negative
impact by generating resistance of the pathogen, damage to the environment and human health, which makes it
necessary to search for sustainable and efficient strategies to control this disease. Objective. To carry out an exhaustive
analysis of the reports related to the chemical, biological, ecological and phytosanitary methods used to control the
Fusarium complex that causes wilting in agave and other crops and to verify the ecological and economic impact of
its application. Methodology. A systematic bibliographic review was carried out, based on the PRISMA protocol
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses, for its acronym in English), the information
search was carried out in the most prominent databases (Science Direct, Redalyc , Scielo, Scopus, Google scholar,
Google scholar and Pubmed), using as keywords, Fusarium complex, vascular wilt, agave and control methods,
considering a period of 30 years (from 1994 to 2024) as inclusion criteria, which allowed for a more perspective.
extensive study on the impact of the different methods used to control vascular wilt in agave caused by the Fusarium
complex. Main findings. The analysis of the information allowed us to identify the most used control methods for
wilting in agave and other crops of agricultural importance, among which are: silica, ozone, essential oils, acid water,
mycorrhizas, nanoparticles, salicylic acid, extracts vegetables, and biocontrol by antagonist agents (Zrichoderma and
Bacillus), where the latter appear reported in 33% of the documents reviewed. Implications. Inescapably, in studies
on agave wilt caused by the Fusarium fungus, the possible action of a pathogenic complex formed by two or more
species of this genus must be considered and for its control management, already proven strategies must be applied.
Conclusions. The use of antagonist agents and plant extracts can be applied to manage wilt caused by the Fusarium
complex in agave and other crops, with high control efficiency. Furthermore, these methods turn out to be an
ecological, sustainable and effective strategy.

Key words: Fusarium complex; vascular wilt; 4gave; control methods.

RESUMEN
Antecedentes. El complejo Fusarium es el agente causal de la marchitez vascular en agave que causa dafio en raiz,
tallo/pifia y hojas. Esto repercute en la sanidad del agave, el rendimiento y por tanto en la calidad de bebidas derivadas

: BY Copyright © the authors. Work licensed under a CC-BY 4.0 License. https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
ISSN: 1870-0462.

16



Tropical and Subtropical Agroecosystems 28 (2025): Art. No. 015 Corona-Rodriguez et al,, 2025

de esta planta, tales como el pulque, mezcal y tequila, esto impide asegurar la demanda en el mercado nacional e
internacional. El control quimico ha sido el método mas frecuente utilizado para el control de esta enfermedad, sin
embargo, ha mostrado un impacto negativo al generar resistencia del patégeno, dafos al ambiente y a la salud humana,
lo cual hace necesaria la busqueda de estrategias sustentables y eficientes para su control. Objetivo. Realizar analisis
exhaustivo de los reportes relacionados con los métodos quimicos, biologicos, ecoldgicos y fitosanitarios usados para
el control del complejo Fusarium, causante de la marchitez en agave y otros cultivos, y constatar el impacto ecologico
y econémico de su aplicacion. Metodologia. Se realizé una revision bibliografica sistematizada, sobre los reportes de
evaluacion de la eficiencia de los métodos de utilizados para el control de la marchitez en agave y otros cultivos,
causada por el complejo Fusarium; todo esto con base en el protocolo PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses, por sus siglas en inglés), la busqueda de informacion se realizé en las
plataformas de datos mas destacadas (Science Direct, Redalyc, Scielo, Scopus, Google scholar, Google académico y
Pubmed), utilizando como palabras clave, complejo Fusarium, marchitez vascular, agave y métodos de control,
considerando como criterio de inclusién un periodo de 30 afios (de 1994 a 2024), lo cual permiti6 tener una perspectiva
mas amplia sobre el impacto de los diferentes métodos empleados para el control de la marchitez vascular en agave
causado por el complejo Fusarium. Principales Hallazgos. El anélisis de la informacion permiti6 identificar los
meétodos de control mas utilizados para la marchitez en agave y otros cultivos de importancia agricola, dentro de los
cuales se encuentran: silice, ozono, aceites esenciales, agua acida, micorrizas, nanoparticulas, acido salicilico, extractos
vegetales, y el biocontrol por agentes antagonistas (Zrichoderma y Bacillus), donde estos ltimos aparecen reportados
en un 33% de los documentos revisados. Implicaciones. Ineludiblemente, en los estudios sobre la marchitez del agave,
causados por el hongo Fusarium se debe considerar la posible accién de un complejo patogénico formado por dos o
mas especies de este géneroy para su manejo de control aplicar estrategias ya probadas. Conclusiones. El uso
de agentes antagonistas y extractos vegetales pueden aplicarse para el manejo de la marchitez causada por el complejo
Fusarium en agave y otros cultivos, con una alta eficiencia de control, ademas de que estos métodos resultan ser una
estrategia ecologica, sustentable y efectiva.

Palabras clave: Complejo Fusarium; marchitez vascular; Agave; métodos de control.

INTRODUCCION

El origen del género Agave tiene aproximadamente 10
millones de afios y su domesticacion data de hace 10
mil afios y es endémico de América. De las 211
especies de Agave que existen en este continente, el
75% (159) prosperan en México (Garcia-Mendoza,
2018), considerado centro de origen, diversidad
morfologica, filogenética y evolutiva de este género
(Garcia-Herrera et al., 2010). En México, la
distribucion de esta planta va desde el norte hasta el sur
de la Republica Mexicana, siendo el estado de Oaxaca
la zona con mayor diversidad de agaves.

Actualmente, este género se investiga desde varios
puntos de vista, estudios que abarcan el manejo
agroecologico, bioquimico, fisiologico y
especialmente en aplicaciones en biotecnologia como
su uso en biocombustibles, ademas de bebidas,
alimentos, fibras y obtencion de metabolitos
secundarios con aplicaciones farmacéuticas (Naivy et
al., 2015). En el sector productivo y econémico, la
industria de bebidas es considerada la de mayor
potencial para la produccién de tequila, mezcal,
pulque, bacanora y comiteco (Pérez-Hernandez et al.,
2016), donde destaca la produccion de los dos
primeros, que representan el 18.6% de la produccion
total bruta, y en donde el tequila registr6 una
participacion de alrededor del 87% de la produccion y
el mezcal el 13 %. Segun los censos econdmicos de

2014, por cada 100 pesos de bebidas alcohélicas que
se produjeron, casi 20 pesos correspondieron al tequila
y mezcal (INEGI-CAJ, 2019). Lopez-Nava ef al.
(2014) reportaron que a nivel nacional existen 30,000
productores y 625 fabricas que produjeron 8 millones
de litros de mezcal con un valor de 1,700 millones de
pesos; esto demuestra el impacto econémico de estas
empresas. Es importante considerar que la planta de
Agave es la materia prima para la produccion de ambas
bebidas y su explotacion implica miles de toneladas.
La calidad en la elaboracion de estas bebidas exige
cultivos saludables que requieren material vegetativo
sano, como semillas, hijuelos y estolones de plantas
madre que garanticen su certificacién y exportacion
(CRM, 2020; CRT, 2020). El cultivo de agave es
redituable y noble, sin embargo, no se escapa de la
presencia de plagas y enfermedades que limitan su
cultivo, tal es el caso de la marchitez vascular,
enfermedad causada por el complejo Fusarium.

Hoy en dia, es complicado controlar a Fusarium
porque este hongo tiene una larga supervivencia en el
suelo debido a sus estructuras de resistencia como las
clamidosporas. Sin embargo, para el manejo de la
marchitez del agave causada por este género, se han
implementado diferentes medidas que van desde el
marco legal, dispuestas en el Diario Oficial de la
Federacion en 2013, hasta otros métodos fitosanitarios
de gran importancia y eficiencia, de ahi que, el objetivo
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de esta revision fue realizar un anélisis exhaustivo
sobre las publicaciones relacionadas con los métodos
quimicos, biologicos, ecolégicos y fitosanitarios,
enfatizando su uso para el control de esta enfermedad
en el agave y en otros cultivos, asi como revisar el
impacto ecologico y econémico de su aplicacion.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una revision bibliografica sistematica, de
agosto 2023 a mayo 2024, con base en el protocolo de
la declaracion PRISMA 2020 (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(Page et al., 2021), por sus siglas en inglés), en las
siguientes plataformas de datos como, Science Direct,
Redalyc, Scielo, Scopus, Google scholar, Google
académico y Pubmed, usando como criterio de
inclusién documentos que se hayan publicado entre
1994 y 2024 (30 afios). En la busqueda de la
informacion se utilizaron las siguientes palabras clave:
complejo Fusarium, Agave, marchitez vascular y
métodos de control y la combinacion de las mismas
como: agave + marchitez vascular, métodos de control
+ Fusarium, marchitez vascular+ Fusarium, agave+
marchitez vascular+ complejo Fusarium, control
quimico+ marchitez +agave, Fusarium+ cultivos,
control biolégico + marchitez vascular. Se
consideraron documentos como articulos cientificos,
libros, boletines, gacetas, paginas gubernamentales y
tesis doctorales. Para la busqueda se consideré el
idioma inglés como el espaiiol, sin embargo, el idioma
espaiol fue el que predominé en los resultados de
busqueda. De acuerdo con la informacion
bibliografica obtenida, esta se clasifico, analizo,
discutié e integré en secciones como: taxonomia y
caracterizacion fenotipica del género Fusarium,
técnicas de cultivo y preservacion de Fusarium,
caracterizacion molecular del género Fusarium,
enfermedades causadas por Fusarium, ciclo biologico
de Fusarium spp. en agave, métodos de control y
perspectivas de manejo de la marchitez vascular en
agave. Con los datos registrados se realizaron
imégenes, mapas, tablas y diagramas de analisis que se
discutieron, lo cual permitié generar conclusiones
obtenidas de esta revision bibliografica. ~ Cabe
mencionar que para nuestro estudio se encontraron un
total de 138 referencias y después de aplicar los
criterios de exclusion se trabajo con 117 referencias
bibliograficas y fueron capturadas de acuerdo al
formato MENDELEY.

RESULTADOS

La informacién recopilada de los documentos
consultados permitié agruparlos en los siguientes
subtemas: Taxonomia y caracterizacion fenotipica del
género Fusarium, técnicas de cultivo y preservacion de

Corona-Rodriguez et al,, 2025

Fusarium, caracterizacion molecular del género
Fusarium, complejo Fusarium, enfermedades
causadas por Fusarium, impacto socioeconoémico de la
marchitez vascular en 4gave por el complejo Fusarium
(F.0.), epidemiologia de la marchitez vascular causada
por los complejos de Fusarium, implicaciones de la
marchitez vascular en agave, ciclo biologico de
Fusarium spp. en Agave, métodos de control del
complejo Fusarium y perspectivas de manejo de la
marchitez vascular en 4gave, control cultural, control
quimico, métodos alternativos para el control del
complejo Fusarium que afecta al agave y otros cultivos
agricolas (silice, ozono, aceites esenciales, agua acida,
micorrizas, nanoparticulas, acido salicilico, extractos
vegetales, y el biocontrol por agentes antagonistas
(Trichoderma y Bacillus)). Cada uno de estos
subtemas tiene su propia particularidad que permitio
generar tablas, figuras y graficas para una mejor
comprension y sintesis de la informacion.

Taxonomia y caracterizacion fenotipica del género
Fusarium

Después de una revision histoérica, se encontré que el
origen de Fusarium data de hace 91.3 millones de afos
(Ma et al., 2013), y actualmente tiene una distribucién
mundial; es un hongo cosmopolita capaz de habitar en
el suelo, agua y aire (Arbelaez, 2000; Summerell ef al.,
2003). Su identificacién comenzé hace mas de 100
anos, desde entonces se han descrito alrededor de 70
especies de este género (Cardona-Piedrahita y
Castafio-Zapata, 2019). Se puede decir que, en los
ultimos afios la mayoria de las especies del género
Fusarium son de los hongos patogenos mas incidentes
y devastadores en el mundo, ya que representan un
riesgo para la salud humana, los animales y ademas
limitan la calidad de plantas de importancia agricola,
ornamental y forestal.

Los hongos del género Fusarium son filamentosos y a
nivel taxonoémico se ubican en la Phyla: Ascomycota,
Division: Deuteromycota, Clase: Sordariomycetes,
Orden: Hypocreales y Familia: Hypocreaceae (Vega-
Ramos et al., 2013). Es importante destacar que, a lo
largo de dos décadas, ha sido dificil incluir o excluir
especies dentro de este género, ya que las claves
taxonomicas basadas en caracteres morfométricos
muestran que las especies de Fusarium son muy
variables debido a sus caracteristicas genéticas y a los
cambios que el ambiente causa en la morfologia de los
cultivos. Sin embargo, existen caracteristicas
diagnosticas propias del género, por ejemplo, tienen
estructuras de multiplicacion tales como: micelio
algodonoso hialino y septado, algunas cepas tienen una
esporulacion que va del color blanquecino, crema,
rosa, violeta o morado segun la especie (Cardona-
Piedrahita y Castafio-Zapata, 2019; Lopez-Bautista et
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al., 2020), tal y como se observa en la Figura 1A. Este
micelio ramificado y tabicado contiene esporéforos en
forma de fialides que son estructuras laterales finas,
cortas y simples en forma de botella, de donde emergen
los microconidios formados por una o dos células,
éstos son hialinos, elipsoidales a cilindricos, rectos o
curvados, miden entre 5 y 12 pm de largo por 2.5a 3.5
um de ancho. Los macroconidios que se forman en
esporodoquios, tienen forma curva de medialuna y
septados, con tres a cinco células, presentan una célula
apical y pie, miden entre 20.3 y 27.0 um de largo y 6.7
um de ancho (Arberléez, 2000; Tapia y Amaro, 2014;
Lopez-Bautista ef al, 2020), Figura 1B. También
presentan clamidosporas que miden de 5 a 15 um de
diametro, pueden permanecer en el suelo hasta por 6
afios, entre los 10 y 20 cm de profundidad. La
identificacion morfologica se ha realizado mediante
claves taxonomicas entre las mas utilizadas son las de
Booth (1971) y Samson et al. (1995) ademas de las
consideraciones recientes de Summerell ef a/. (2003).
Por ofra parte, la produccion de pigmentos es
importante en la identificacion de hongos del género
Fusarium, ya que se pueden difundir en el medio de
cultivo y varian en color desde tonos rojizos, amarillos
y azules, hasta violeta y negro, lo cual proporciona
indicios visuales valiosos para la diferenciacién de
especies (Goertz ef al., 2010). La presencia y tipo de
pigmentos pueden estar correlacionados con la
capacidad de produccion de micotoxinas como
tricotecenos y fumonisinas que tienen implicaciones
importantes en la agricultura y la salud publica por su
toxicidad (Serrano y Castro, 2015; Logrieco ef al.,
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2002). Se ha encontrado, ademas, la presencia de
antraquinonas (Duran et al., 2002), las cuales pueden
llegar a ser fitotoxicas, pero también poseen una
amplia actividad biologica contra bacterias, hongos y
levaduras (Medentsev y Akimenko, 1998).

Técnicas de cultivo y preservacion de Fusarium

Los aislados de Fusarium se propagan in vitro en
laboratorio, donde se busca la germinacion de esporas.
Los medios mas utilizados para la identificacion de
especies de Fusarium son el agar de hoja de clavel, el
agar de dextrosa de papa (PDA), el medio KCl y el agar
de suelo. Adicionalmente, el MGA (Guayaba Agria) se
encuentra dentro de los medios de cultivos selectivos
mas adecuados para el crecimiento de Fusarium, ya
que conserva las caracteristicas morfoldgicas
(Bragulat et al., 2004). Estos se preparan en
condiciones asépticas en placas Petri o bien en tubos
(segun los requerimientos), el aislado se inocula y se
incuba de 7-10 dias a 25°C, obteniendo cultivos
monospéricos libres de contaminacién. En relacion
con la preservacion, existen varias técnicas usadas para
el cultivo de Fusarium, por ejemplo, la liofilizacion,
congelacion de suspension de esporas a -70 °C en
nitrégeno liquido, almacenamiento de esporas en papel
filtro, silica gel a -20°C y muestras de sueloa 4 °C.La
preservacion es muy importante ya que el tener
muestras secas para trabajar en estudios a futuro, es
una gran ventaja, por este motivo los laboratorios
optan por usar estas técnicas (Leslie y Summerell,
2006).

Figura 1. Caracteristicas morfologicas de Fusarium sp. A) Micelio algodonoso en crecimiento in vitro a los 7 dias en

medio PDA, B) Estructuras microscopicas (100X).
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Caracterizacion molecular del género Fusarium

Hoy en dia es imprescindible realizar la caracterizacion
molecular de especies de Fusarium para garantizar su
correcta identificacion, lo cual permite conocer la
variabilidad genética de este género. Al respecto, a partir
de los aislados de Fusarium se han caracterizado las
diferentes especies que hoy se conocen. Esto ha sido
posible mediante técnicas como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), la
reaccion de patogenicidad en hospedantes diferenciales
(Leyva et al, 2003), la determinacion de los grupos de
compatibilidad vegetativa (VCGs) (Andrés ef al, 2001),
asi como las pautas de amplificacion por técnicas
moleculares que comparan secuencias de ADN, como el
uso de RAPD (Polimorfismo de DNA amplificados),
ITS (Espaciadores Internos Transcritos), RFLP
(Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de
Restriccion) e ISSR (Secuencias Simples Repetidas)
(Da Silva et al., 2010; Rangel-Castillo ef al., 2017).
También se han tenido reportes del empleo de técnicas
moleculares que comparan pequefias secuencias de
ADN de regiones que son altamente conservadas como
la calmodulina, f tubulina y la histona H3. Asimismo,
el gen TEF1-a, o factor de elongacion de la traduccion,
que es una de las regiones mas empleadas en la
identificacion molecular de hongos, entre los que se
encuentra Fusarium, ya que muestra un alto nivel de
polimorfismo entre especies estrechamente relacionadas
(Henao-Henao et al., 2018). Entre los iniciadores
utilizados para estas técnicas estan los OPAX 10,
PAX12; OPBO3, OPB04; OPFO5 (Silva et al., 2010),
Efla y Ef2 (Wulff et al., 2010; Henao et al., 2018).
Actualmente existen técnicas sofisticadas basadas en
secuenciacion de segunda generacion para el estudio de
la diversidad genética de Fusarium y de otros
organismos, pero éstas tienen altos costos. El uso
correcto de estas técnicas y los resultados rapidos,
precisos, consistentes y confiables apoyan la
identificacion de las especies del género Fusarium, lo
cual facilita la generacion de informacion en los estudios
de investigacién, y el entendimiento de los aspectos
epidemiologicos en las enfermedades que producen
cada una de las especies (Chandra ef al., 2011)

Complejo Fusarium

Las especies de Fusarium pueden provocar graves
dafios en diversos cultivos agricolas, por ello son
consideradas como patogenas de un amplio rango de
hospedantes. Después de minuciosas investigaciones se
ha determinado que Fusarium ataca al cultivo mediante
un conjunto de varias especies a lo que se le denomina
“Complejo Fusarium”. Se han clasificado dos tipos de
complejos; el complejo Fusarium oxysporum (F. 0.),
especie anamoérfica que incluye cepas patogénicas y no
patogénicas, el cual comprende patogenos que causan la
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marchitez vascular y pudriciones de la corona y raiz en
mas de 100 especies de plantas, y el complejo Fusarium
solani (F. s.), causante de la podredumbre radicular.
Dichos complejos fueron propuestos en 1940 por
Snyder y Hansen (Summerell y Leslie, 2011). Las
patologias producidas por especies de los complejos F.
0. y F. s. se pueden desarrollar en todos los estadios de
crecimiento vegetativo si se presentan las condiciones
para el desarrollo de la enfermedad (Barruena ef al.,
2018).

Por otra parte, las cepas individuales suelen infectar
s6lo una o pocas especies de plantas, por lo tanto, se
han asignado como formas especiales (f. sp.) basadas
en la especificidad del hospedante, existen mas de 120
f. sp. descritas hasta el momento.

Enfermedades causadas por Fusarium

En conjunto, los hongos del género Fusarium
producen metabolitos toxicos que ocasionan
enfermedades caracterizadas por marchitez, tizones y
pudriciones en cultivos agricolas. Las especies
patogénicas de los complejos de Fusarium spp. ocupan
el quinto lugar en una lista de los 10 principales
patogenos fungicos (Lopez-Bautista et al., 2020), junto
a géneros como Phytophthora spp. y Rhizoctonia spp.,
entre otros, que han sido considerados como un
complejo fitopatogénico que en condiciones
favorables causan la marchitez (Rubio-Rios, 2018).

Fusarium tiene una amplia distribucioén geografica ya
que su presencia se ha reportado en diferentes paises.
En la Tabla 1, se evidencia que este patogeno afecta a
diversos hospederos, tales como frutales, hortalizas,
plantas de ornato y arboles forestales. También se
muestran reportes de que el cultivo de A. tequilana var.
azul es afectado por el complejo Fusarium, en algunos
casos el complejo comprende mas de cinco especies,
como F. oxysporum (FOSC), complejo Fusarium
solani (FSSC) y complejo F. fijikuroi (FFSC). Lo
mismo sucede con el cultivo de clavel y de la cafia de
azucar, aunque coinciden con la presencia de F.
oxysporum y F. solani, difieren en el resto de las
especies del complejo. También se destaca a F.
oxysporum como la especie mas frecuente en la
mayoria de las plantas hospederas aqui citadas, en
segundo lugar, se reporta a F. solani como parte de un
complejo. Como se puede observar, Fusarium es
huésped de diversos cultivos con diferente distribucion
geografica, debido a su plasticidad ecologica es capaz
de colonizar con facilidad los sustratos. Esto coincide
ya que segtn datos de la American Phytopathologcal
Society (APS), aproximadamente el 81% de las plantas
econémicamente importantes tiene al menos una
enfermedad causada por Fusarium.
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Tabla 1. Especies patégenas asociadas al complejo Fusarium causantes de enfermedades en diferentes
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hospederos.
Planta Nombre cientifico Especies patégenas Distribucién Referencia
hospedera geografica
Agave A. tequilana var. azul  F. oxysporum del complejo de Meéxico Lopez-Bautista et al.,
especies  F. oxysporum 2020
(FOSC), F. solani, F.
Jfalciforme y Fusarium sp. del
complejo  Fusarium solani
(FSSC) y Fusarium sp. del
complejo F. fijikuroi (FFSC)
Agave A. tequilana var. azal  F. oxysporum, F. fujikuroi, F. Meéxico Mendoza-Ramos et
solani y F. incarnatum- al., 2021
equiseti
Agave A. tequilana var. azul F. oxysporum'y F. solani Meéxico Ramirez-Ramirez et
al., 2017
Agave A. tequilana var. azul F. oxysporum Meéxico Quiflones-Aguilar et
al., 2023
Agave A. tequilana var. azul F. oxysporum Meéxico Goémez-Ortiz et al.,
2011
Agave A. tequilana var. Azul F. oxysporum Meéxico Flores-Lopez et al.,
2016
Platano Musa paradisiaca F. oxysporum f. sp. cubense Brasil Silva et al., 2010
Mango Mangifera indica F. mexicanum Meéxico Rodriguez et al.,
2012
Maracuya Passiflora edulis F. incarnatum, F. Colombia Henao et al., 2018
proliferatum, F. solani
Fresa Fragaria ananassa F. oxysporum f. sp. fragariae Espana Infante et al., 2018
Maiz Zea mays F. sacchari, F. fujikuroi Brasil Carret et al., 2023
Calabaza Cucurbita ficifolia F. acuminatum, F. Argentina Flores et al., 2015
proliferatum
Garbanzo Cicer arietinum F. oxysporum f. sp. ciceris. Meéxico Oliva- Ortiz et al.,
2017
Tomate Solanum lycopersicum F. oxysporum f. sp. Mexico Hernandez et al.,
Iycopersici 2014
Chile Capsicum capsici Fusarium sp. Meéxico Anaya-Lopez et al.,
2011
Chile Capsicum chinensis Fusarium sp. Meéxico Reyes et al., 2012
habanero
Soya Glycine max Fusarium sp. Cuba Cruzetal., 2017
Cana de Saccharum officinarum F. andiyazi, F. nygamai, Meéxico Martinez-Fernandez
azicar F. sacchari, F. proliferatum, etal., 2015
F. verticillioides, F. equiseti,
F. oxysporum, F. solani
Apio Apium graveolens F. oxysporum f. sp. apii Costa Rica Retana et al., 2018
Café Coffea arabica Fusarium sp. Bolivia Rudy et al., 2011
Algodén Gossypium hirsutum Fusarium solani Meéxico Gonzalez-Soto et al.,
2022
Clavel Dianthus caryophyllus F. oxysporum, F. Meéxico Camacho-Lopez et
proliferatum, F. solani, al., 2014
F. tricinctum, F. globosum,
F. incarnatum,
F. equiseti.
Pino Pinus patula F. oxysporum, F. solani. México Robles et al., 2016
6
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Impacto socioeconémico de la marchitez vascular
en Agave por el complejo Fusarium (F.o.)

En México, el complejo Fusarium es el agente causal
de la marchitez vascular en Agave, considerada como
la enfermedad mas importante debido a que afecta el
rendimiento y la calidad de los productos derivados de
esta planta, y por lo tanto origina grandes pérdidas
econdmicas (Lopez-Bautista ef al., 2020). En México,
el problema fitosanitario de incidencia de la marchitez
en agave se ha extendido en las ultimas décadas en las
zonas de Denominacion de Origen del Tequila (DOT),
como un efecto negativo de las condiciones climaticas.
Asimismo, en el afio 2008, el Consejo Regulador del
Tequila reporté que en el estado de Jalisco, el dafio por
F. oxysporum, dentro de la zona agavera, la incidencia
alcanzo el 40% de las plantaciones (Flores et al., 2016)
y en 2010, este hongo destruyé el 35% de la cosecha
de agave azul en Meéxico causando pérdidas
econdmicas para los agricultores, con un incremento
en el costo de produccién (Gomez-Ortiz ef al., 2011).
Respecto a la fitosanidad de A. fequilana var. Azul, se
reportd que la incidencia de la marchitez vascular
causada por F. oxysporum fue del 40 al 100% en los
estados de Jalisco y Nayarit (Flores et al., 2016). En
2017, en los municipios de la Region de los Altos de
Jalisco, de 1,037 plantaciones el 32.4% se encontraron
libres de la marchitez, mientras que el 46.5% registro
una incidencia baja y 21.1% una incidencia alta
considerada de riesgo fitosanitario debido a que la
incidencia fue del 50% para Tepatitlan de Morelos,
pero el mayor porcentaje de incidencia se presenté en
Arandas, Jal. durante 2017. La presencia de esta
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enfermedad se observo en todas las edades de la
plantacion, sin embargo, la severidad mas grave se dio
en plantaciones de 3, 4 y 5 afios (DGSV-CNRF, 2017).
También se reportdé que la disminucién del
rendimiento de las pifias y la pérdida de plantaciones
fueron desde el 30 al 100 % (Lopez-Bautista ef al.,
2020).

Estos datos coinciden con los registros de la base
digital del CRT al generar un mapa de incidencia de la
marchitez en los municipios con DOT, donde el mayor
porcentaje de incidencia lo presento el municipio de
Arandas (Figura 2). De acuerdo a la literatura
consultada, la  marchitez no solo afecta
significativamente la productividad de Agave
tequilana var. Azul, sino también, la produccioén de
agaves mezcaleros como A. cupreata, A. angustifolia
y A. potatorum en el sureste de México.

Epidemiologia de la marchitez vascular causada
por los complejos de Fusarium

Estudios de la epidemiologia del marchitamiento en
Agave tequilana por Fusarium, donde se incluyen
ensayos de inoculacién de plantas en vivero con cepas
de F. oxysporum realizados en condiciones de
invernadero en Jalisco, revelaron la aparicion de
sintomas de necrosis marrén rojiza en raices y parte
inferior del tallo. De la misma manera se presentaron
sintomas de pudricion en raices jovenes inoculadas con
F. solani, indicando que esta especie estd altamente
relacionada con el marchitamiento del agave
(Ramirez- Ramirez et al., 2017).

Figura 2. Incidencia de la marchitez en Agave tequilana Weber var. Azul en el municipio de Arandas Jalisco, México,
ubicado en la zona de denominacién de origen, durante 2017. (Datos digitales del CRT, 2022).
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Estudios realizados por Lopez et al (2020) en 40
plantaciones comerciales de agave azul, ubicadas en
13 municipios de los altos de Jalisco, reportaron que
los analisis basados en la caracterizacion morfologica,
molecular y filogenética, asi como en estudios
microbiolégicos y fisicoquimicos, revelaron la
presencia de especies de Fusarium pertenecientes a los
complejos F. oxysporum (FOSC), F. solani (FSSC) y
F. fiikuroi (FFSC), por lo que concluyeron que la
marchitez y la pudricién seca del cogollo del agave son
expresiones sintomatologicas de un sindrome causado
por diferentes especies de Fusarium con adaptabilidad
parasitica diferencial a nivel intra e inter especie y que
ambas enfermedades de alto impacto econémico
pueden ser causadas por un mismo aislado (haplotipo)
de F. oxysporum, F. solani y F. falciforme, pero no son
los mas prevalentes, lo que explica la baja incidencia
de ambos sintomas en la misma planta de Agave
tequilana variedad Azul.

Por lo anterior, es importante aplicar un manejo
agronomico fitosanitario adecuado y sustentable para
este cultivo, en virtud de que el cultivo de agave generd
una derrama econdémica significativa segin el Servicio
Integral Agropecuario y Pesquero (SIAP, 2019). Las
estadisticas del CTR reportaron que en 2022 se
exportaron 418.9 millones de litros de tequila
(CTR,2024), mientras que para el mezcal se reportaron
14,165,505 millones de litros, exportados el mismo
ano (CRM,2024), esto representa una derrama
econoémica importante para el pais.

Implicaciones de la marchitez vascular en 4gave

La marchitez en agave no solo repercute en la
economia, sino también en la salud, debido a que
Fusarium aumenta su virulencia al segregar toxinas,
tales como, eniatinas, acido fusarico, tricotecenos,
fumonisinas, las cuales pueden resultar en dafos
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos,
citotoxicos, neurotoxicos y nefrotoxicos en la salud
humana (Wagacha y Muthomi, 2007). Ante esta
virulencia por Fusarium, la planta hospedera genera
distintos mecanismos de defensa como: sintesis de
enzimas de detoxificacion, de proteinas de resistencia
y de proteinas antifungales (Ma ef al., 2013; Kebede et
al., 2020), de sefiales de genes de resistencia, la
descomposicion enzimatica de barreras fisicas del
patogeno, la defensa con compuestos antiftingicos del
anfitrion y la inactivacion y muerte de las células
huésped por micotoxinas segregadas en el
reconocimiento del agente causal (Durrant y Dong,
2004). Asimismo, se activan como respuesta a la
presencia del agente bidtico las defensas constitutivas
o preformadas tales como: la lignificacion,
suberizacion y la formacion de calosas que pueden
estar presentes durante el ciclo de vida de la planta o
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formarse al momento de la infeccion del patdégeno
(Montes-Belmont, 2009), asi como las defensas
quimicas: produccion de fenoles, saponinas,
antocianinas, flavonoides, glucocinatos, etc. (Lustre-
Sanchez, 2022).

Ciclo biolégico de Fusarium spp. en Agave

Los ciclos de infeccion se desarrollan en tiempo y
espacio, de manera leve o severa, agresiva o sutil y la
interaccion del hospedero influenciado por el ambiente
o la interferencia del hombre (Lopez-Bautista ef al.,
2020). Dentro del componente clima, el sistema
epidemiologico de la marchitez por Fusarium sp., la
temperatura y humedad son los principales factores
que regulan los ciclos de infeccion. Los ciclos de
infeccion se desarrollan con mas severidad en regiones
de alta montafia debido a la humedad que guarda el
suelo, siendo esta una de las condiciones que favorece
el desarrollo de Fusarium, sin embargo, en las zonas
de menos altitud la marchitez del agave es menos
severa (Flores-Lopez et al, 2016). En términos
generales, el ciclo de infeccion empieza cuando la
planta muere y cae al suelo, el micelio y las
clamidosporas son liberadas (Figura 3), éstas germinan
en condiciones de temperaturas de entre 10 a 25 °C y
humedad relativa de 74%, e invaden las raices del
huésped; el micelio avanza intercelularmente y penetra
por xilema, posteriormente el hongo se desarrolla en
las traqueidas y el tejido parenquimatoso (Rodriguez-
Garay et al., 2015; Flores-Lopez et al., 2016; Ramos
etal.,2017). Los sintomas de las plantas infectadas por
F. oxysporum son: pérdida de la turgencia, los agaves
se debilitan y adquieren una tonalidad que va del verde
claro al amarillo-verdoso, en la base de la pifia y el
cogollo se observa una pudricion seca. Posteriormente,
las pencas se enrollan o “encarrujan” y en la base de la
pifia se observa necrosis y en algunos casos se observa
la pudricion seca del cogollo, finalmente, muere la
planta y el ciclo se repite bajo las condiciones propicias
antes mencionadas. La infeccion de los hijuelos puede
producirse por infeccion de la planta madre, por
semillas o por el suelo no desinfectado (Villa-Martinez
et al., 2015; Flores et al., 2016; DGSV-CNRF, 2017).
Es posible que el hongo se disemine a las plantas sanas
por contacto directo con enfermas, también la
transmision puede ser por la semilla infectada
(Delgado-Ortiz et al., 2016). Se ha encontrado el
complejo Fusarium en plantaciones de un afio, por el
uso de hijuelos provenientes de plantas aparentemente
sanas (Flores ef al., 2010). La colonizacion de los
tejidos y de laraiz probablemente no sélo dependen de
la cepa del hongo, sino también de la especie y del
manejo de la planta. Las condiciones hidricas son de
vital importancia para el agave ya que cuando existe
poca disponibilidad de agua en el suelo donde se
cultiva agave, se puede disminuir el crecimiento de las
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plantas debido a que se afectan los procesos
fotosintéticos y de respiracion y las hojas pierden
turgencia lo que conlleva al marchitamiento (Campbell
y Benson, 1994).

Métodos de control del Complejo Fusarium y
perspectivas de manejo de la marchitez vascular en
Agave

Actualmente, es complicado controlar a Fusarium
debido a que este hongo tiene una larga supervivencia
en el suelo gracias a sus estructuras de resistencia
como son las clamidosporas, sin embargo, para el
manejo de la marchitez en agave se han implementado
diferentes medidas desde el marco legal, dispuestas en
el Diario Oficial de la Federacion (2013) y que, a
través de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural (SADER), se le encomendo al Servicio Nacional
de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA) la reglamentacion pertinente para el
establecimiento, cosecha, control cultural, quimico y
biologico del Agave, cuyos agentes causales se
consideran a  cinco especies de Fusarium
pertenecientes a los complejos F. oxysporum (FOSC),
F. solani (FSSC) y F. fujikuroi (FFSC), reportados por
Lopez-Bautista ef al. (2020), ademas de Thielaviopsis
paradoxa, Cercospora agavicola y Pectobacterium
carotovorum (DOF, 2013).
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Control cultural

El control cultural es una de las primeras précticas
agronomicas empleadas como parte del manejo
integrado de plagas, que consiste en conservar la
sanidad del suelo mediante la destruccion de residuos
vegetales enfermos, desinfeccién de herramientas,
poda sanitaria, asi como fertilizacion adecuada y jimas
de recuperacion fitosanitaria y evitar establecer
plantaciones en la época con mayor humedad en el
suelo y ambiente (Tlapal-Bolafios, 2014). Esta
diversidad de actividades puede contribuir a mejorar la
calidad de la produccién, asi como el rendimiento y
una mejora ambiental. Una de la principales
actividades que ha puesto enriesgo al cultivo del agave
es el monocultivo durante largos periodos de tiempo,
esto ha permitido identificar impactos ambientales
negativos, por ejemplo, la alta vulnerabilidad de
sistemas ecologicamente artificiales y genéticamente
homogéneos frente al cambio climatico, resiliencia
baja a eventos climaticos extremos y susceptibilidad a
plagas, la carencia de biodiversidad y suelo
biologicamente activo, ineficiente reciclaje de
nutrientes y dependencia a insumos externos y un alto
empleo de agroquimicos (Gliessman, 2013). Hoy en
dia se recomiendan los policultivos por la
diversificacion productiva, el uso de tecnologias
ecologicas, mayores rendimientos, reduccion del dafio
por plagas y maleza y mejorar la eficiencia del uso de
agua, energia, luz y nutrientes, porque las diferentes
especies de plantas se ubican en diferentes alturas,
doseles y necesidades, también tienen una mejor
eficiencia edafica (Yahuza, 2011).
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conindculo en el suelo:
hifa, clamidosporas
macroconidios y
microconidios.

encarrujanlas pencas y
colapso de vasos
xilematicos y muerte del

dAgave

Figura 3. Ciclo de la marchitez seca en plantas de 4gave causada por Fusarium spp. La diseminacion de la enfermedad
puede ser aérea, los microconidios caen sobre las hojas o pencas de agave y se empiezan a encarrujar. El tejido
infectado cae al suelo y las esporas y/o clamidosporas infectan a las raices secundarias. A partir de la planta madre

infectada también es posible que los hijuelos se contaminen.
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Control quimico

El control quimico en el cultivo de agave comprende
bactericidas, insecticidas, fungicidas y herbicidas.
Estos iltimos, son de gran importancia debido a que la
maleza es uno de los problemas fitosanitarios agricolas
mas importantes. En el cultivo de agave las malezas
de hoja ancha y hoja angosta representan una grave
problematica; si no se controlan de manera adecuada
pueden ocasionar severos dafios al crecimiento y
desarrollo de la planta y por lo tanto los rendimientos
disminuyen debido a la competencia por espacio y
nutrientes con estas malezas, ademas de convertirse en
plantas hospederas de insectos plaga y vectores de
enfermedades como la marchitez vascular ocasionada
por los complejos de Fusarium (Ma et al., 2013). Para
el caso del manejo de malezas hospedantes de
Fusarium, enlos cultivos de agave es importante evitar
el uso de herbicidas no selectivos como el glifosato y
el glufosinato de amonio de amplio espectro, debido a
su alto grado de toxicidad en plantas y humanos. Por
lo tanto, se recomienda sustituir su uso con cubiertas
vegetales entre las hileras del cultivo como una acciéon
ecologica (Tlapal-Bolaiios, 2014).

Por ofra parte, ante la presencia de la marchitez en
agave causada por Fusarium, se ha reportado el control
quimico como la accién mas comun y eficiente para el
manejo de los complejos de Fusarium sobre agave
(Tabla 2). Para el caso del control de F. oxysporum se
ha reportado la aplicaciéon de Sulfato de cobre
pentahidratado y Metanosulfonato de Etilo con una
efectividad del 95% y 71% respectivamente, aunque
tienen efectos de residualidad. Sin embargo, se ha
encontrado que el exceso de las aplicaciones de cobre
en las plantas del género 4gave reducen el desarrollo
de nuevas raices (Rubio-Cortés, 2007). También se ha
reportado la aplicacién Fluxatyroxad-+piraclostrobina,
que tiene accion preventiva y curativa al inhibir la
germinacion de las esporas y el crecimiento del
micelio en el desarrollo de los hongos fitopatogenos
con una efectividad del 80%. Pero, al igual que el
Azoxystrobin, Procloraz y Difenoconazole, fungicidas
considerados ligeramente toxicos (Ayala ef al., 2005)
presentan residualidad impactando negativamente al
suelo, cuerpos de agua y ambiente (Martinez-Palacios
et al, 2019), esto aunado a la eliminacién de
microorganismos benéficos en el suelo.

Respecto a los dafos que los productos quimicos
producen a los animales y al ser humano se encuentran
los de intoxicacion por inhalacion, contacto directo y
acumulacion en los tejidos grasos que a la larga se
convierten en cancerigenos (Villa-Martinez et al.,
2015).
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Con respecto a lo anterior, resulta importante buscar
estrategias mas ecologicas para contrarrestar el
impacto negativo de los productos quimicos al
controlar la marchitez en agave causada por el
complejo de Fusarium.

Debido al dafio ambiental provocado por el uso de los
productos quimicos para combatir a Fusarium en el
cultivo de agave, es necesario buscar estrategias que
aminoren el impacto ambiental negativo, y que
disminuyan los costos de produccién. A partir de la
revision documental analizada sobre los métodos
alternativos para el control del complejo Fusarium, en
la Figura 4 se presentan diferentes métodos de
prevencion y/o control y su porcentaje correspondiente
de uso en laboratorio, invernadero y/o campo, en
donde se destaca que el 33% de ellos hace referencia
al empleo de los agentes antagonistas.

En este sentido desde hace tiempo se aplica el control
biologico como un método alternativo efectivo, con
casos de éxito, demostrando el potencial biologico de
algunos microorganismos de utilidad para el control de
diversos patogenos. Enfre los microorganismos
potenciales destacan los hongos y bacterias que son
capaces de controlar enfermedades transmitidas por el
suelo, a través de su actividad antagonica directa hacia
los patogenos o compitiendo de manera indirecta por
recursos espaciales y areas troficas comunes (Lecomte
et al., 2016) y actuando como biocontrol de plagas y
enfermedades en el agave y otros cultivos
(Trichoderma y Bacillus). Ademas, han sido una
alternativa para promover el crecimiento de las
plantas. A este respecto, destaca la accion biologica del
hongo del suelo Trichoderma, el cual tiene un amplio
espectro de accion sobre agentes patdogenos, por
ejemplo, se ha reportado el control de la marchitez
causada por el complejo Fusarium oxysporum, donde
T. viride mostr6 una efectividad de control de hasta del
99%, segun Manayay et al. (2016). Esto se debe a que
Trichoderma tiene plasticidad ecologica,
adaptabilidad y la capacidad por colonizar diferentes
sustratos. También gracias a sus mecanismos de acciéon
como resultado de su metabolismo, como son:
competencia por espacio y nutrientes, antibiosis y
micoparasitismo. Otfra investigaciéon que coincide es
la de Tlapal-Bolaiios et al. (2014) donde mencionan
que la aplicacién de Trichoderma spp. y Bacillus
subtillis mostr6é una efectividad del 50%. De igual
manera, el Consejo Regulador del Tequila reporta que
en Jalisco a las plantulas de Agave tequilana les
aplican tratamientos preventivos con Trichoderma y
Bacillus, con la finalidad de evitar la presencia de
patégenos como Fusarium, ya que este patogeno
también afecta a la planta en el estadio de plantula. En
la Tabla 3 se muestra la efectividad de la aplicacion de
Trichoderma spp. para el control de diferentes especies
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de Fusarium en otros cultivos de importancia agricola.
Se puede observar que este patogeno ataca a diversos
cultivos y que al utilizar Trichoderma para su control
se usan diferentes especies de este antagonista cuya
respuesta de efectividad tiene porcentajes diferentes
que estan en un rango de 90% al 26%. También se
confirma que este problema fitosanitario causado por
Fusarium no es exclusivo del agave, sino también de
otros cultivos. Ademas, estos resultados indican que
hay que tener cuidado en elegir al antagonista
adecuado segun la problematica en estudio.

Por otra parte, el 15% de los documentos analizados
hace referencia al uso de los extractos vegetales de
plantas de importancia agricola como método
alternativo para el control de Fusarium. Villa-Martinez
et al. (2015) muestran evidencias pertinentes de un
estudio sobre la efectividad biologica de diversas
especies vegetales con propiedades fungicidas y/o
bactericidas con alta eficiencia para el control de
Fusarium. spp. Almazan et al., (2022) obtuvieron el
extracto acetonico de Agave cupreata y determinaron
el perfil fitoquimico por cromatografia en capa fina, y
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se evaluo la inhibicién del crecimiento micelial y
produccion de esporas; los resultados mostraron que el
porcentaje de produccion de esporas disminuyé un
92% para Fusarium subglutinans, debido a la
presencia de alcaloides, flavonoides, saponinas and
triterpenos que favorecen el biocontrol.  Estos
resultados son muy interesantes porque a partir de las
mismas plantas de agave se puede tener un control
sobre especies que pertenecen al complejo Fusarium,
como es el caso de F. subglutinans. En estudios in vitro
realizados por Rodriguez et al. (2007), donde se utilizé
Flourensia retinophylla para el control de F.
oxysporum, se logré una efectividad del 100%.
Asimismo, Contreras-Arredondo et al. (2011),
utilizaron por su parte, extractos de Cowanai plicata
D. Don. contra este hongo patdgeno, obteniendo
también una efectividad biolégica del 100%. Como se
ve, estudios como estos revelan que Fusarium
oxysporum se puede controlar mediante el uso de
extractos vegetales para disminuir la incidencia de la
marchitez seca en agave causada por el complejo
Fusarium.

Tabla 2. Efectividad del control quimico de Fusarium sp. en 4gave.

Nombre comercial Dosis Huésped Patégeno Efectividad Referencia
Sulfato de cobre 1.5 L/ha Agave sp. F. oxysporum 95% Flores et al.,
pentahidratado 2016
Fluxatyroxad+ 1.5 L/ha A. tequilana Fusarium sp. 80% Nuilo, 2005
piraclostrobina Weber variedad

Azul
Metanosulfonato de 15 mM A. americana F. oxysporum 71% Reyes-Zambrano
Etilo etal., 2021

METODOS ALTERNATIVOS DE CONTROL DEL COMPLEJO FUSARIUM
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Figura 4. Resultados de la biisqueda de los métodos alternativos para el control del complejo Fusarium que afecta al

agave y otros cultivos agricolas.

26



Tropical and Subtropical Agroecosystems 28 (2025): Art. No. 015

Corona-Rodriguez et al, 2025

Tabla 3. Efectividad biolégica de Trichoderma spp. para el control de la marchitez causada por el complejo

Fusarium en otros cultivos

Hospedero Complejo Agente de control Efectividad Referencia
Fusarium
Tomate F. oxysporum f. sp. T. viride 90% Manayay ef al., 2016
Lycopersici, F.
oxysporum £. sp.
radicis-lycopersici,
y F. solani
Mango F. oxysporum T. harzianum 74% Michel-Aceves et al., 2005
F. subglutinans 64 %
Jitomate F. oxysporum T. atroviride 71%. Yogalakshmi et al., 2021
Maracuya F. solani foram T. viride 69% Dasilva et al., 2010
Tomate F. oxysporum T. asperelloides y T. 67% Rodriguez-Garcia y Wang-
asperellum 63% Wong, 2020
Trigo F. graminearum T. atroviride 60% Cabrera et al., 2020
Soya Fusarium sp. T. asperellum 26 % Cruz-Triana et al., 2017

La resistencia genética se emplea un 12% dentro de
los métodos importantes para el control de Fusarium.
En su defensa, las plantas responden al ataque de los
patogenos con barreras fisicas como la pared celular y
la cuticula, otro es la inmunidad adquirida por
efectores (ETI), la cual incluye a los genes R, que
codifican un grupo de proteinas tipo NBS-LRR,
relacionadas con la resistencia de las plantas al entrar
en contacto con los patogenos (Riva, 2010; Ma et al.,
2013; Villa-Martinez et al., 2015). La inducciéon de
resistencia sistémica en el hospedero es uno de los
mecanismos indirectos de mayor interés en la
actualidad. Dentro de los agentes de control reportados
como efectivos elicitores de este mecanismo se
encuentran varias especies del género Trichoderma,
principalmente para controlar fitopatégenos foliares
(Harman et al., 2004), tal es el de la marchitez vascular
del agave causada por el complejo Fusarium. Al
respecto, existen estudios del género Agave para
determinar su variabilidad genética, por ejemplo, en el
estado de Sonora se estudiaron tres poblaciones de A.
angustifolia. Los resultados mostraron un indice de
similitud de 0.786 en las interpoblaciones y de 0.827
para las intrapoblaciones. La variabilidad promedio
intrapoblacional fue de 0.26 y la distancia genética en
una misma poblacién de 0.106 y 0.093 (Barraza-
Morales et al., 2006), de esta manera se crean lineas
genéticas  resistentes.  Recientemente, Reyes-
Zambrano et al. (2021) reportaron estudios sobre la
seleccion y analisis de polimorfismos en variantes
somaclonales en A. americana resistentes a F.
oxysporum, tratados con etil metasulfonato, donde se
demostré que esta técnica causa mutaciones puntuales
en células de callo mediante micropropagacion de esta
planta, lo cual deriva en cultivares genéticamente
resistentes a este patogeno. En estas sefiales participa
ademas la interaccion de un gen de resistencia (R) del
huésped con la proteina efectora del patogeno, a esto

se le conoce como inmunidad activada por efectores
(ETI). Para que se genere esta defensa interviene la
resistencia basal (PTI) y finalmente la resistencia
sistémica adquirida (SAR). En este sentido, el acido
Salicilico (SA) brinda una sefial importante en la
activacion de PTI y ETIL El salicilato de metilo
(MeSA) derivado de SA es la parte activa de defensa
para establecer la resistencia sistémica adquirida (Vlot
et al., 2009; Rangel et al., 2010; Maruri-Lopez et al.,
2019).

El uso de las nanoparticulas en esta revision ocupa el
10% (Figura 4). Es importante mencionar que las
nanoparticulas de plata (AgNPs) son agregados
aislados del mismo metal, de tamafio de 1 a 100 nm
(Sifontes et al., 2010), que les confiere propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas con aplicacion efectiva
y amigable al ambiente en diferentes campos como la
agricultura. (Alvarez-Carbajal et al., 2020). En Ila
sintesis biologica de AgNPs se utilizan agentes
reductores tales como las proteinas, péptidos,
carbohidratos, bacterias, hongos, levaduras, algas y
plantas (Cardoso, 2016). En investigaciones al
respecto, se sintetizaron AgNPs con un tamaio de 30-
150 nm de hojas de Agave americana, Mentha spicata
y Mangifera indica para analizarlas y detectar su
actividad biologica. Las sintetizadas de A. americana
mostraron actividad significativa (96%) contra
Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina,
contra Escherichia coli (95%) y Fusarium oxysporum
(89%). Las AgNPs de M. spicata mostraron también
una buena actividad antioxidante a 300 pL (79%) y a
1000 pL (88%) (Ahmad e al., 2016). Alvarez-Carvajal
et al. (2020) mostraron la efectividad de las AgNPs
estabilizadas con quitosano (Qs) para el control de la
marchitez vascular en tomate causada por Fusarium
oxysporum, donde las nanoestructuras inhibieron el
70% del crecimiento micelial de este hongo. Este
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método basado en la nanotecnologia es una alternativa,
eficaz, eficiente y ecoldgica ya que pueden responder
al control de agentes patogenos.

El acido salicilico (SA) ocupa el 10% de los métodos
alternativos reportados para el control de Fusarium. Es
una fitohormona natural de las plantas que presenta
diferentes funciones de resistencia a factores abioticos
(Horvath et al., 2007; Yuan y Lin, 2008; Rivas-San
Vicente y Plasencia, 2011) y bidticos (Khan et al.,
2015; Dempsey y Klessig, 2017). Ademas, induce
resistencia basal a plagas y enfermedades, esto es,
cuando el patogeno penetra en la planta se establecen
seflales que activan el efecto del acido y con ello la
resistencia a toda la planta. En Brasil, se evalu6 el
efecto del acido salicilico sobre la induccién de
resistencia a la secadera o damping-off en plantulas de
remolacha, asi como su actividad antifingica sobre
Fusarium sp. en cultivo in vitro. Se aplicaron
concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mM durante 5
min y se encontré que el SA indujo crecimiento de las
plantulas y detuvo la enfermedad en la dosis de 2.0
mM (Bertocelli, et al., 2016).

Eluso del ozono (03), por su parte, ocupa el 8% como
un método alternativo contra Fusarium. Es un gas
usado como desinfectante y esterilizante y ha tenido
auge desde hace mas de 30 aflos en la industria, casas,
hoteles, centros de salud y en la agricultura
(Chuajedton et al., 2015; Erazo, 2012). Por su alto
poder oxidante, presenta efecto sobre virus, hongos y
bacterias, en éstas ultimas destruye la membrana
celular por la via de las glucoproteinas y glucolipidos,
lo cual depende de la concentracion aplicada (Garcia-
Chamizo et al., 2020). Para medir la concentracion de
ozono como maximo 0.11 ppm (0.2354 mgm?,
conforme a la NOM-020-SSAI-1994), ya sea en gas o
liquido, se determina con los métodos: Yodométrico,
Absorcion de luz UV, Amperimétrico o por
Colorimetria (Beutelspacher y Calderén, 2005). Al
respecto, Erazo (2012) construy6 un ozonificador con
capacidad de 300 m’ en la purificacién de ambientes.
Para probarlo se realizaron dos ensayos, en el primero
se aplico el ozono en una superficie de 400 cm? con
bacterias y hongos contaminantes aislados en medios
de cultivo puros, el tiempo de exposicion fue de 1, 5y
60 minutos de contacto; con el tiempo de exposicion
las colonias de hongos y bacterias disminuyeron de
500 a 18 colonias. En el segundo ensayo se probaron
bacterias heterotroficas totales (122, 324, 412, 640
colonias), ademas de mohos y levaduras (4, 8, 12 y 22
colonias). El ozono tuvo un control para bacterias del
44.2 a 91.7% vy, para mohos y levaduras, del 66 al
100%. Por otro lado, Chuajedton et al. (2015)
evaluaron la efectividad de las miliburbujas y
microburbujas de ozono en el control postcosecha del
moho verde (Penicillium digitatum) en mandarina,
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durante 0, 15, 30, 45 y 60 min de exposicion. Las
microburbujas mostraron mejores resultados a partir
de los 15 min de exposicion y a los 60 min las esporas
se deformaron.

El empleo de micorrizas registra un 5% contra
Fusarium. Eluso de ellas se encuentra ampliamente
extendido gracias a los efectos de las especies de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en las
enfermedades del marchitamiento vascular, ya que
mejoran la resiliencia de las plantas a los desafios
ambientales, estimulan el desarrollo de las raices, el
crecimiento de las plantas y mejoran la tolerancia a los
patogenos transmitidos por el suelo, como es el caso
del género Fusarium. La inoculacién dual de HMA,
Pseudomonas  fluorescens 'y Trichoderma sp. se
encuentran entre los agentes de biocontrol més
eficaces contra las enfermedades del marchitamiento
vascular (Boutaj et al., 2022). En el estado de
Michoacan, consorcios de hongos micorrizicos
tuvieron efecto en el biocontrol de F. oxysporum al ser
inoculados en plantas de Agave cupreata, en
condiciones de invernadero, ya que disminuyeron la
severidad de la marchitez en un 41% y promovieron el
crecimiento vegetal con la micorrizacion al
incrementar la biomasa seca total de las plantas, luego
de 240 dias de inoculacion (Trinidad-Cruz et al.,
2017). Robles-Martinez et al (2013), determinaron
que existe una compatibilidad funcional de in6culos
nativos de hongos de micorriza arbuscular (HMA) en
hijuelos vegetativos (HI) y bulbilos florales (BU) de
Agave angustifolia, utilizando parametros de
crecimiento y nutricion como indicadores. Esto
muestra que hay una interaccioén positiva entre las
micorrizas y plantas de agave y que a su vez le proveen
de multiples beneficios nutricionales y ecologicos. Por
su parte, Quiroga-Rojas ef al. (2012) en estudios in
vitro, utilizaron un consorcio de micorrizas con

zotobacter spp., Azospirillum spp., Trichoderma spp.
y T. lignorum contra Fusarium sp., logrando una
efectividad del 93%. Estos resultados confirman que
usar micorrizas para el control de la marchitez en
agave puede ser efectivo y que puede derivar en la
disminucién de costos y en el impacto negativo al
ambiente provocado por la aplicacion de los quimicos
contra el complejo Fusarium.

En la presente revision se encontré también que el
agua acida se usa enun 4%. El agua acida se produce
por electrolisis de sales como NaCl, KC1 o MgCl con
o sin el uso de diafragmas de platino (Pt), platino mas
iridio (Pt + Ir) o diéxido de iridio (IrO»). Se aplica en
nebulizaciones a los cultivos fruticolas y hortalizas en
invernadero para el control de virus, bacterias y hongos
(Goémez et al., 2017). En un estudio se probo el control
de nueve bacterias y tres hongos (10°-10 UFC/mL), se
trataron de 1-20 minutos con agua electrolizada, los
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resultados mostraron efectividad al utilizar agua
electrolizada con diafragma y sin diafragma; la
solucion salina estéril no tuvo control alguno (Myung-
Ho et al., 2004). Yamaki y Schorner (1995) realizaron
un estudio en plantas de pepino con mildia
pulverulento para evaluar su control con agua acida
(pH de 2.4) y agua alcalina fuerte (pH de 11.5). Se
probaron cuatro tratamientos: el primero con fungicida
convencional, el segundo, agua écida, el tercero, agua
acida alternada con agua alcalina y el cuarto sin
aspersion. Entre los dias 16 y 31 después del trasplante,
los sintomas se propagaron rapidamente en la
superficie sin control, mientras que en el drea de
aspersion con el fungicida los sintomas fueron
reprimidos. El agua acida redujo los sintomas del
mildiu pulverulento de las hojas de pepino a partir del
dia 18, durante aproximadamente dos semanas. En otra
investigacion se probé el agua 4cida en cepas de 8x107
esporas mL™! de los hongos: Botrytis cinerea, aislado
de zarzamora, Colletotrichum gloeosporioides aislado
de mango, guayaba y lichi, Fusarium solani aislado de
chile y estevia, Monilinia fructicola aislado de
durazno, Penicillium digitatum aislado de limén
mexicano y limén persa, Penicillium sp., aislado de
papaya y Rhizopus stolonifer aislado de yaca y
guanabana, para evaluar su efectividad. Los resultados
mostraron ser efectivos en el control de las cepas antes
mencionadas en 24 y 48 horas (Gomez et al., 2017).

En relacién al uso de los aceites esenciales, en esta
revision se registré un 2% como un método contra el
hongo Fusarium; es diverso el origen vegetal de donde
se extraen estos productos, la mayoria de los estudios
reportados son in vitro, los cuales muestran una
eficiencia de hasta 100% para el control de Fusarium,
por ejemplo, Vasquez et al. (2013), reportan el uso de
Chenopodium albumy C. ambrosioides para el control
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y F. solani
con una eficiencia del 100%; resultados similares
obtuvieron Balanta ef al. (2013) al utilizar Thymus
vulgaris contra Fusarium sp., mientras que Zhao et al.
(2013) al aplicar Inula britannica contra Fusarium
oxysporum lograron una eficiencia del 96%. Estos
resultados muestran también la efectividad de los
aceites esenciales para el control del complejo
Fusarium.

El silice ocupa el 1% como un método alternativo
reportado. Garcia-Ramos et al. (2018), demostraron
que la aplicacion de fertilizantes complementados con
silice al 20% disminuy6 hasta en un 40% la severidad
e incidencia de la marchitez en tomate causada por F.
oxysporum, demostrando que su uso puede ser una
opcion para el tratamiento conftra Fusarium. Aunque
en la revision bibliografica no se encontraron mas
documentos al respecto, esto es una oportunidad para
generar investigaciones que apoyen estos resultados.
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DISCUSION

La situaciéon actual del agave, segun el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria menciona que esta planta es muy
importante para México, ya que su cultivo y su
industria representa una importante fuente de ingresos
para los  productores, industrializadores y
comercializadores de este producto agricola; sin
embargo, en los tltimos afios este cultivo ha sido
afectado por Fusarium causante de la marchitez seca,
ocasionando dafios de importancia econdmica en las
plantaciones. Por este motivo y con el objetivo de
reducir los niveles de incidencia de este patogeno
mediante una estrategia ecologica y de bajo costo, se
ha realizado esta revision documental de 10 métodos
alternativos (quimicos, biologicos, ecologicos y
fitosanitarios), para tener un panorama mas amplio de
las posibles actividades preventivas o correctivas que
alo largo de 30 afios se han usado para el control de la
marchitez en agave y otros cultivos, como referencia
para generar alternativas de solucion en el sector
productivo.

Sin embargo, es importante destacar que esta revision
ha tratado de evaluar las perspectivas actuales para el
control del complejo Fusarium causante de la
marchitez en agave y otros cultivos, pero, es
importante considerar las condiciones agroclimaticas y
geogréaficas, asi como las caracteristicas de los
hospederos de este patogeno porque tienen un papel
importante en la respuesta de control de los métodos
alternativos. También hay que reconocer que éstos
tienen buena eficiencia segiin los resultados mostrados
en este documento, ademas de ser ecoldgicos y de
bajos costos para ser utilizados en futuras
investigaciones.

CONCLUSIONES

De acuerdo al analisis realizado en la literatura
consultada, es importante reconocer que la marchitez
vascular es una de las principales enfermedades del
agave y es causada por varias especies del género
Fusarium que en su conjunto conforman un
“complejo ”. Ante la problematica fitosanitaria actual,
es necesario implementar métodos alternativos,
efectivos, ecologicos y rentables, de manera
complementaria al manejo agronémico en el cultivo
del agave. Al respecto, la aplicacion de agentes
biolégicos como Trichoderma 'y Bacillus, las
micorrizas, extractos vegetales y aceites esenciales, el
ozono, acido salicilico, agua écida y el uso de
nanoparticulas, se reportan ser efectivos como
estrategias alternativas y han demostrado ser eficientes
para el control preventivo y correctivo de esta
enfermedad. Sin embargo, se necesitan desarrollar
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estudios mas amplios y recientes sobre la eficiencia de
estos y otros métodos alternativos para el combate
sustentable y ecologico de los diversos complejos de
Fusarium reportados como causantes de la marchitez
en agave y otros cultivos agricolas.
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7.2 Articulo enviado: Evaluacion del efecto antagonico de Trichoderma
longibrachiatum contra el complejo Fusarium oxysporum en Agave
crupreata bajo condiciones de invernadero
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RESUMEN:

Agave cupreata, especie reconocida por la calidad y fineza de su mezcal, enfrenta graves
afectaciones por la marchitez vascular, enfermedad causada por el complejo Fusarium oxysporum
(F. 0.), responsable de pérdidas que pueden oscilar entre el 30 y el 100% de las plantaciones. El
control tradicional mediante productos quimicos ha mostrado cierta eficacia, aunque su uso
inadecuado ha generado impactos ambientales negativos. En este contexto, el presente estudio
evalué el potencial de Trichoderma longibrachiatum como alternativa biorracional frente a tres
cepas de F. oxysporum (FUSA, FUSB y FUSC) en plantas de A. cupreata bajo condiciones de
invernadero. Se aplicaron 13 tratamientos en un disefio completamente al azar, partiendo de la
hipétesis de que el control biorracional podria superar al quimico en la reduccién de la enfermedad.
Los resultados revelaron que la cepa FUSA fue la mas patogénica en A. cupreata y Aloe vera,
mientras que FUSC mostr6é la mayor sensibilidad en ensayos in vitro, con un porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PICR) de 48.5% a las 144 h de incubacion. En las pruebas de
antagonismo en invernadero, no se observaron diferencias estadisticas entre el control quimico y
el biorracional en variables como incidencia de la enfermedad, nivel de dafio, mimero de hojas,
desarrollo radicular y dimensiones de las pifias. Sin embargo, al seccionar las pinas y estimular el
crecimiento de raices en cdmaras himedas, se confirmé mediante cultivos duales en PDA el efecto
antagonico significativo de T. Jongibrachiatum sobre las cepas FUSA y FUSB. Se concluyd, que
bajo las condiciones experimentales ambos tratamientos mostraron un desempefio similar, la
capacidad de T. longibrachiatum para inhibir a F. oxysporum respalda su uso como estrategia
biorracional viable y ecolégicamente sostenible para el manejo de la marchitez vascular en Agave

cupreata.

Palabras clave: Agave, antagonismo, patégeno, marchitez.

ABSTRACT

Agave cupreata, a species renowned for the quality and finesse of its mezcal, faces serious
challenges from vascular wilt, a disease caused by the Fusarium oxysporum (F. 0.) complex,
responsible for losses ranging from 30% to 100% of plantations. Traditional control using chemical
products has shown some effectiveness, although their inappropriate use has generated negative

environmental impacts. In this context, the present study evaluated the potential of Trichoderma
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longibrachiatum as a biorational alternative against three strains of F. oxysporum (FUSA, FUSB,
and FUSC) in A. cupreata plants under greenhouse conditions. Thirteen treatments were applied
in a completely randomized design, based on the hypothesis that biorational control could
outperform chemical control in reducing the disease. The results revealed that the FUSA strain was
the most pathogenic against A. cupreata and Aloe vera, while FUSC showed the greatest sensitivity
in vitro assays, with a percentage of radial growth inhibition (PICR) of 48.5% after 144 h of
incubation. In greenhouse antagonism tests, no statistically significant differences were observed
between the chemical and biorational control methods in variables such as disease incidence,
damage level, number of leaves, root development, and cone dimensions. However, when the cones
were sectioned and root growth was stimulated in moist chambers, the significant antagonistic
effect of T. longibrachiatum on the FUSA and FUSB strains was confirmed by dual cultures on
PDA. In conclusion, although both treatments showed similar performance under experimental
conditions, the ability of T. longibrachiatum to inhibit F. oxysporum supports its use as a viable
and ecologically sustainable biorational strategy for the management of vascular wilt in Agave

cupreala.

Keywords: Agave, antagonist, pathogen, wilt.

INTRODUCCION

Agave cupreata se distribuye en la cuenca del Rio Balsas, entre 1200 y 1800 msnm, en los estados
de Guerrero y Michoacan, bajo condiciones de temperatura media anual de 19.1 °C y precipitacion
promedio de 961 mm (Gentry, 1982). De esta especie se obtiene un mezcal de alta calidad
reconocido a nivel nacional e internacional (Mendoza-Celino et al, 2017), con una produccién
anual reportada de 246,017 L (COMERCAM, 2024). No obstante, se trata de una especie endémica
en peligro de extincién (Barrientos-Rivera et al., 2020; Colunga-GarciaMarin et al, 2007), que
desempena un papel esencial en el nicho ecolégico regional (Barrientos-Rivera er al., 2020;
Martinez-Palacios et al, 2015). La marchitez vascular, causada por Fusarium sp., constituye el
principal problema fitosanitario que afecta su producciéon, comprometiendo tanto el rendimiento
como la calidad de la pifa destinada a la elaboracién de mezcal (DGSV-CNRF, 2017; Gobierno
Federal, 2013). La infeccion inicia en el sistema radicular y progresa mediante la obstruccién del
transporte de agua y nutrimentos, generando sintomas de clorosis foliar, enrollamiento,

pigmentacion purpura y finalmente la muerte de la planta (Lopez-Bautista et al., 2019; Vega-
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Ramos et al., 2013). Esta enfermedad puede incidir en 30-100% de las plantaciones (Lopez-
Bautista et al., 2019). El control quimico convencional atenia los sintomas, pero su uso continuo
provoca contaminacion ambiental (Martinez-Palacios er al., 2015). Como alternativa sostenible, se
han propuesto microorganismos antagonistas de los géneros Bacillus, Beauveria, Trichoderma,
Paecilomyces y micorrizas, con actividad frente a Fusarium (Ayala ef al., 2018). En particular,
Trichoderma spp. destaca por su capacidad antagonista, desarrollindose en suelos ricos en materia
organica, tolerando pH de 5.5-6.5 y temperaturas de 20-38 °C (Zeilinger er al., 2016). Su accién
incluye competencia por espacio y nutrimentos, ademas de micoparasitismo mediado por
metabolitos secundarios y enzimas hidroliticas (Vicente er al, 2022; Zeilinger et al., 2016).
Estudios previos han demostrado la eficacia de inductores quimicos como sulfato de cobre
pentahidratado y fosfito potasico contra F. oxysporum en algodén (Guevera y Rodriguez-Galvez,
2006), asi como aplicaciones de sulfato de cobre en agave tequilero (Flores er al., 2010). En este
contexto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antagénico de Trichoderma
longibrachiatum como tratamiento biorracional contra F. oxysporum en A. cupreata bajo
condiciones de invernadero, planteando la hipétesis de que dicho tratamiento biorracional presenta
mayor eficacia que el manejo quimico convencional en planta. El enfoque metodoldgico incluyé la
identificacion morfolégica y molecular de Trichoderma spp., la evaluacién de la patogenicidad de

F. oxysporumy la determinacion del efecto antagénico en condiciones in vitro e invernadero.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se utiliz6 una cepa de Trichoderma sp., proporcionada por el Laboratorio de Fitopatologia del
Instituto de Investigacion y Capacitacion Agropecuaria del Estado de México (ICAMEX), junto
con tres cepas pertenecientes al complejo Fusarium oxysporum (F. 0.), denominadas FUSA,
FUSB y FUSC, previamente identificadas mediante criterios morfolégicos y moleculares (Pérez-
Pichardo et al, 2025, datos no publicados). Estas cepas fueron aisladas de hojas de Agave
cupreata bajo condiciones controladas de invernadero en julio de 2021. Para las pruebas de
patogenicidad se incluyeron adicionalmente hojas de Aloe vera y Haworthia acupunctata como
especies confirmatorias, con el propésito de evaluar la especificidad del patégeno y determinar el

rango potencial de hospedantes.
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Identificacién morfolégica de Trichoderma sp.

La identificacion morfolégica de Trichoderma sp. se realizo mediante la resiembra de la cepa en

cajas Petri que contenian medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Se coloco un fragmento de micelio

de aproximadamente 0.5 cm de didmetro en el centro de cada caja, con tres repeticiones por

tratamiento. Las cajas se incubaron a 25 °C durante ocho dias en condiciones controladas.

Posteriormente, se evaluaron las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las colonias,

considerando el tipo y crecimiento del micelio, la textura y coloracién colonial, la morfologia de

conidios y conidioforos, asi como el desarrollo de estructuras reproductivas, de acuerdo con

los criterios taxonomicos establecidos por Bissett (1984). Las observaciones microscépicas se

realizaron con un microscopio compuesto BOECO Germany, modelo BM-180 AC, utilizando

preparaciones temporales tenidas con azul de metileno para facilitar la visualizacién de las

estructuras fungicas.

Identificaciéon molecular de Trichoderma sp.

La identificacion molecular de la cepa de Trichoderma sp. se llevé a cabo en el Laboratorio
de Secuenciacion Gendémica de la Biodiversidad de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM). Para la extraccién de ADN se utilizaron 0.5 g de micelio fresco obtenido
tras siete dias de incubacion, empleando el kit comercial Animal and Fungi DNA Extraction
Kit (Jena Bioscience GmbH), siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. La
region espaciadora transcrita interna (ITS) del ADN ribosomal se amplific6 mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, utilizando un termociclador
Eppendorf. Las condiciones de amplificaciéon consistieron en una desnaturalizacién inicial a
95 °C durante 10 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 15 s, alineamiento
a 52 °C por 30 s y extension a 72 °C por 1.5 min, con una extension final a 72 °C durante 7
min. Para la amplificacion se emplearon los cebadores ITS5f
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) (Ward and Adams, 1998) e ITSr4
(TCCTCCGCTTATTGATATGATATGC) (White er al, 1990). Las secuencias obtenidas
se compararon con aquéllas disponibles en la base de datos GenBank mediante la herramienta
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),
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Pruebas de patogenicidad

La verificacion de los postulados de Koch se efectué mediante la inoculacién de las cepas
FUSA, FUSB y FUSC en hojas de A. cupreata, A. vera (control positivo) y H. acupunctata
(control negativo), mantenidas en camaras himedas durante 15 dias a 28 °C, de acuerdo con
la metodologia descrita por (Sierra-Moya et al., 2022). Se seleccionaron 20 hojas de cada
especie vegetal; éstas se lavaron con agua corriente y se desinfectaron por inmersion en una
solucion de hipoclorito de sodio al 3 % durante 3 min. Posteriormente, se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril, se sumergieron durante 3 min en alcohol y se colocaron
individualmente sobre papel secante esterilizado dentro de recipientes de plastico
acondicionadas como camaras himedas. En cada hoja se practico una incision de
aproximadamente 2.0 cm de longitud, en la cual se inoculé una suspensién con una
concentracion de 1 x 10 propagulos mL™' de cada cepa del complejo Fusarium oxysporum.
Transcurridos 15 dias, se observo el crecimiento micelial de las tres cepas en hojas de A.
cupreatay A. vera (control positivo) y H. acupunctata (control negativo). A partir del tejido
infectado se realizaron aislamientos y preparaciones microscopicas para confirmar la
identidad del patégeno, utilizando un microscopio compuesto de BOECO Germany, modelo
BM-180 AC (Delgado-Ortiz er al., 2016).

Pruebas del antagonismo in vitro entre T. longibrachiatum y tres cepas de

F. oxysporum (FUSA, FUSB, FUSC)

Complementariamente, se evalué el efecto inhibidor de 7. longibrachiatum frente a las cepas
FUSA, FUSB y FUSC de F. oxysporum mediante el método de cultivo dual en PDA. Se
colocaron asépticamente porciones de 5 mm de cada hongo, situando en un extremo a 7.
longibrachiatum y en el otro a una cepa de F. oxysporum, con el fin de permitir su
crecimiento y calcular su velocidad. Las placas Petri se incubaron en oscuridad durante 144
h a 25 °C. El crecimiento de cada hongo en confrontacién, asi como el control de cada cepa,
se midié con un vernier en milimetros con tres repeticiones por tratamiento (Sanchez-Garcia
et al., 2017; Sarro Baro et al., 2008). Posteriormente, se calcul6 el porcentaje de inhibicién
del crecimiento radial (PICR) de acuerdo con el método descrito por (Worasatit er al., 1994),
empleando la siguiente férmula:
PICR = [(Dy — Dz2)/ Di] x 100
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donde D, representa el didmetro de la colonia del patégeno cultivado en ausencia del

antagonista y D: el didmetro de la colonia del patégeno en confrontacién con el antagonista.

Evaluacion del antagonismo para evaluar el control de la marchitez
vascular en Agave cupreata bajo condiciones de invernadero

Anilisis microbiolégico del sustrato

Se realiz6 un andlisis microbiolégico del sustrato utilizado en el establecimiento inicial de
65 plantas de Agave cupreata de tres afos, obtenidas mediante cultivo in vitro y
posteriormente aclimatadas en condiciones de invernadero. El objetivo del estudio fue
detectar la presencia de Trichoderma spp. y Fusarium spp., asi como identificar la microflora
asociada a la rizésfera. Las plantas se mantuvieron en macetas de 6 pulgadas con una mezcla
de peat moss, agrolita y fibra de coco (v/v/v), colocadas individualmente sobre platos y
cubiertas con proteccion plastica. Se recolecté una muestra compuesta de 10 g de sustrato, a
partir de la cual se prepararon diluciones decimales seriadas hasta 1<10°°. De cada dilucién
se inoculé 1 mL por triplicado en cajas Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA),
incubadas a 25+1 °C durante siete dias, siguiendo la metodologia descrita por Alvarez-Vera
et al. (2019). Finalmente, las muestras fueron remitidas al Laboratorio de Microbiologia del
Centro de Investigacién y Estudios Avanzados en Salud Animal de la Universidad Auténoma
del Estado de México (UAEMéx) para su andlisis e identificacion microbiolégica.

Pruebas en invernadero
Para evaluar el efecto antagénico de Trichoderma longibrachiatum sobre las cepas FUSA,
FUSB y FUSC del complejo Fusarium oxysporum (F. 0.), y compararlo con un control
quimico, se establecieron 13 tratamientos (Tabla 1) usando un disefio completamente al azar
con cinco repeticiones (13x5) bajo condiciones controladas de temperatura (°C) y humedad
relativa (%). Cada unidad experimental correspondié a una planta de Agave cupreata, cuyo
sustrato fue inoculado con 1x10° propagulos mL ' del antagonista y/o del patégeno, segtin el
tratamiento correspondiente, siguiendo la metodologia descrita por (Michel-Aceves er al.,
2009). Los tratamientos se organizaron en cuatro esquemas: i) aplicacién del antagonista,
seguida dos semanas después, de la inoculacién de cada cepa del patégeno (T1, T2 y T3): ii)
aplicacion inicial de cada cepa del patégeno y, quince dias después, del antagonista (T4, T5
y T6); iii) aplicacién simultanea del antagonista y de cada cepa del patégeno (T7, T8 y T9):
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y iv) aplicacion del control quimico en combinacién con cada cepa del patégeno (T10, T11 y
T12). Ademas, se incluy6 un tratamiento testigo consistente en la inoculacion individual de

cada cepa del patogeno (T13). La evaluacion se realizo en tres momentos (21, 28 y 35 dias),

Tabla 1. Diseno de los tratamientos evaluados para determinar el efecto de T.
longibrachiatum frente a F. oxysporum (FUSA, FUSB, FUSC) en el control de la marchitez

vascular de A. cupreata.

Table 1. Design of the treatments evaluated to determine the effect of 7. fongibrachiatum

versus F. oxysporum (FUSA, FUSB, FUSC) in the control of vascular wilt of A. cupreata.

Tratamientos Aplicacién dia 1 Aplicacién dia 15
T1 Trichoderma longibrachiatum Fusarium oxysporum cepa FUSA
T2 Trichoderma longibrachiatum Fusarium oxysporum cepa FUSB
T3 Trichoderma longibrachiatum Fusarium oxysporum cepa FUSC
T4 Fusarium oxysporum FUSA Trichoderma longibrachiatum
TS5 Fusarium oxysporum FUSB Trichoderma longibrachiatum
T6 Fusarium oxysporum FUSC Trichoderma longibrachiatum
T7 T. longibrachiatum + FUSA T. longibrachiatum + FUSA
T8 T. longibrachiatum + FUSB T. longibrachiatum + FUSB
T9 T. longibrachiatum + FUSC T longibrachiatum + FUSC
TIO Sulfato de cobre pentahidratado + FUSA Sulfato de cobre pentahidratado + FUSA
Til Sulfato de cobre pentahidratado + FUSB Sulfato de cobre pentahidratado + FUSB
Ti2 Sulfato de cobre pentahidratado + FUSC Sulfato de cobre pentahidratado + FUSC
TI3 Testigo absoluto Testigo absoluto

A los 21 dias posteriores a la aplicacion de los tratamientos se evalué el porcentaje de
incidencia y el nivel de dano por sintomas de marchitez vascular en las 65 plantas del

experimento (5 plantas por tratamiento), utilizando la escala patométrica (DGSV-CNRF,
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2017), modificada con cuatro niveles: 0 = planta sana; 1 = hojas moradas y encarrujadas (37
% de dano); 2 = 75 % de la planta danada; y 3 = planta muerta, asimismo, se registraron, el
nimero de hojas por planta, la cantidad y longitud de raices por planta, asi como el didmetro
longitudinal y transversal de la pina (cm). Posteriormente, se realizé un segundo analisis
microbiolégico del sustrato correspondiente a los tratamientos T7, T8 y T9, que consistieron
en la inoculacion conjunta de 7. longibrachiatum (antagonista) con las cepas del complejo
F. oxysporum (FUSA, FUSB y FUSC).

Para corroborar el efecto antagénico de T. longibrachiatum sobre las cepas de F. oxysporum
en el control de la marchitez vascular de Agave cupreata, se seleccioné una pina de cada
tratamiento evaluado. Las pinas fueron lavadas, rasuradas y cortadas longitudinalmente,
colocando las mitades en camara himeda con el fin de inducir la emision de nuevas raices. Las
raices emergentes se seccionaron y se sembraron en cajas Petri con medio Papa Dextrosa Agar
(PDA). incubadas durante 10 dias a 25 °C, hasta observar el desarrollo de micelio y
estructuras reproductivas de ambos hongos. Los aislamientos obtenidos se transfirieron in
vitro en cultivos duales para evaluar el efecto antagénico de 7. Jongibrachiatum, siguiendo
la metodologia de Tlapal-Bolanos ef al. (2014). Las mediciones del crecimiento micelial
(mm) se realizaron a las 48, 72, 96 y 144 h, hasta que las cepas entraron en contacto en la
zona de confrontaciéon en las cajas Petri. Asimismo, se calcul6 el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) mediante la formula propuesta por Worasatit er al. (1994), y se
realizaron observaciones microscopicas de la zona de enfrentamiento utilizando un

microscopio compuesto BOECO Germany, modelo BM-180 AC.
Diseiio experimental y analisis estadistico

El efecto de los tratamientos aplicados en Agave cupreata para el control de la marchitez
vascular bajo condiciones de invernadero, asi como sus variables de respuesta, se evalué
mediante la prueba de Fisher al 5 % (ANOVA) en un disefio completamente al azar. La
comparacion de media se realizé con la prueba de Tukey al 5 %, de acuerdo con los resultados
del ANOVA. El andlisis estadistico se efectud utilizando el paquete Minitab® version 18.1
(Minitab Inc., 2017, EUA).

RESULTADOS

Identificacion morfolégica y molecular de 7. longibrachiatum

Ocho dias después de la incubacién in vitro en medio PDA, se observé un micelio blanco-
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amarillento dispuesto en circulos concéntricos, con textura algodonosa en la periferia y una
esporulacion evidente en la zona central (Figura 1a). EI examen microscopico (40x) revelo
micelio septado, estructuras reproductivas formadas por conidios ligeramente ovoides y

agrupados, abundantes clamidosporas de forma globosa y fidlides apicales (Figura 1b).

Figura 1. Cepa de T. longibrachiatum de consistencia algodonosa blanca, dos anillos
concéntricos de color blanco-amarillento (a); conidios ligeramente ovoides y agrupados
(flecha negra), clamidosporas globosas (flecha blanca) y fidlides apicales, observados a 40x
(b).

Figure 1. T. longibrachiatumstrain of white cottony consistency, two concentric rings of white-
yellowish color (a); slightly ovoid and grouped conidia (black arrow), globose chlamydospores
(white arrow) and apical phialides, observed at 40x (b).

Por otro lado, para su identificacion molecular se amplifico la region ITS del ADN ribosomal
mediante PCR obteniéndose un fragmento de aproximadamente 660 pb. La secuencia obtenida
se compar6 con la base de datos del GenBank utilizando como herramienta bioinformatica el
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), revelando un 98.4% de identidad con
Trichoderma longibrachiatum (Tabla 2).

Tabla 2. Cepa de Trichoderma sp. identificada mediante la amplificacion de los espaciadores
internos (ITS) del DNA ribosomal corroborado con datos del Sistema BLAST y el GenBank.
Table 2. Trichoderma sp. strain identified by amplification of ribosomal DNA internal
spacers (ITS) corroborated with data from the BLAST System and GenBank.
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Organismo identificado Pares de Identidad Referencia del

bases (96) GenBank

(pb)
Tl 660 98.40 Sin reporte
Trichoderma orientale 637 98.56 JOQ685873.1
Trichodema longibrachiatum 668 98.40 MK910067.1
Trichodema longibrachiatum 665 98.40 MK910052.1
Trichodema longibrachiatum 665 98.40 MK910048.1
Trichodema longibrachiatum 666 98.40 MK910044.1
Trichodema longibrachiatum 653 98.40 KR527132.1
Trichodema longibrachiatum 667 98.40 KM225908.1
Trichoderma sp. 979 98.40 MF076623.1
Trichoderma sp. 670 98.40 KM225894.1
Trichoderma sp. 669 98.40 KM225892.1
Trichoderma reesei 665 98.40 MF976623.1

El andlisis filogenético, realizado mediante el método Neighbor-Joining con 1000 réplicas
de bootstrap, ubico la cepa estudiada dentro del clado de Trichoderma longibrachiatum,
diferenciandola de especies cercanas como T. orientale (98.56% de identidad) y T. reesei
(98.40% de identidad). La filogenia mostré tres agrupamientos principales: el primero
integrado por T. reesei y T. orientale, mientras que las demads cepas se clasificaron
consistentemente como 7. Jongibrachiatum. En este contexto, la cepa TL se posicioné dentro
del tercer subgrupo de T. Jongibrachiatum (Figura 2), lo que confirma su identidad molecular

y concuerda con estudios previos sobre la diversidad genética del género.
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Figura 2. Arbol filogenético que muestra la similitud de T. Jongibrachiatum secuenciada con
los datos del Sistema Blast y el GenBank.

Figure 2. Phylogenetic tree showing the similarity of sequenced Trichoderma
longibrachiatum with data from the Blast System and GenBank.
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Pruebas de patogenicidad
A los diez dias de incubacion a 25 °C se observo el desarrollo de las cepas FUSA, FUSB y
FUSC de Fusarium oxysporum en hojas de A. cupreata y A. vera. En contraste, en F.
acupunctata no se detectaron signos de infeccion por el hongo patégeno. Entre las cepas
evaluadas, FUSA present6 los mayores promedios de crecimiento micelial y en el ancho de
la herida en A. cupreata y A. vera, lo que permite considerarla como la mas patogénica de

las tres (Tabla 3, Figuras 3 y 4).

Tabla 3. Longitud del crecimiento micelial (mm) y ancho de la herida (mm) en las pruebas
de patogenicidad realizadas en A. cupreata, A. veray H. acupunctata.
Table 3. Mycelial growth length (mm) and wound width (mm) in pathogenicity tests

performed on A. cupreata, A. vera and H. acupunctata.

Especie Cepa Long. crec. del Ancho de la
micelio (mm) herida (mm)
A. cupreata FUSA 12.62 2.74
FUSB 8.80 2.40
FUSC 2.14 222
A. vera FUSA 12.06 1.94
FUSB 1.00 1.04
FUSC 10.70 1.36
H. acupunctata FUSA 0 0
FUSB 0 0
FUSC 0 0
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a Crecuniento micelial (mm) de Fusarium oxysporunt (cepas FUSA
FUSB y FUSC) en prucbas de patogenicidad e hojas de A cupreata.
A vema y H acupunctara
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Figura 3. Crecimiento micelial (mm) de las cepas FUSA, FUSB y FUSC de F. oxysporum
en hojas de A. cupreata, A. veray H. acupunctata durante las pruebas de patogenicidad en
camaras humedas. La letra “a” indica la longitud del crecimiento del hongo, mientras que la

letra “b" corresponde al ancho de la herida.

Figure 3. Mycelial growth (mm) of the FUSA, FUSB and FUSC strains of F. oxysporum on
leaves of A. cupreata, A. vera and H. acupunctata during pathogenicity tests in moist
chambers. The letter “a” indicates the length of fungal growth and the letter *b” corresponds

to the with of the lesion.

52



Figura 4. Cepas FUSA, FUSB y FUSC obtenidas de las pruebas de patogenicidad de A.
cupreala.
Figure 4. FUSA, FUSB and FUSC strains obtained from the pathogenicity tests of A.
cupreata.

Pruebas del antagonismo in vitro entre T. longibrachiatum y tres cepas de

F. oxysporum (FUSA, FUSB, FUSC)

La evaluacion del antagonismo in vitro de T. longibrachiatum contra las cepas FUSA, FUSB
y FUSC de F. oxysporum evidenci6 que, tras 144 h de confrontacion continua, el antagonista
inhibi6 el crecimiento micelial de las tres cepas del patégeno. Entre ellas, FUSC resulto ser
la mas afectada al registrar el menor valor promedio de crecimiento radial (18.5 mm) y el
mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR, 48.5%) en ese periodo de tiempo

(Tabla 4 y Figuras 5 y 6).

Tabla 4. Pruebas de antagonismo in vitro de T. longibrachitum sobre el crecimiento micelial
(mm) de las cepas FUSA, FUSB y FUSC de F. oxysporum hasta las 144 h de confrontacién
continua.

Table 4. In vitro antagonism tests of T. longibrachiatum on mycelial growth (mm) of the

FUSA, FUSB and FUSC strains of F. oxysporum up to 144 h of continuous confrontation.

Tiempo T. fong. FUSA Tl vs. FUSB Tl vs. FUSC Tl ws.
(h) (mm) (mm) FUSA (mm) FUSB (mm) FUSC
(mm) (mm) (mm)

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

48 24.1 7.5 10.2 8.1 9.0 7.1 10.7
72 31.5 13.0 154 12.7 11.2 12.6 129
96 39.1 18.2 17.7 17.0 198 21.1 13.8
144 419 314 217 283 20.1 359 18.5

Tl= Trichoderma longibrachiatum, FUSA, FUSB, FUSC, cepas de Fusarium oxysporum
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Figura 5. Porcentaje de inhibicién por antagonismo in vitro de Trichoderma longibraciatum
vs. FUSA, FUSB y FUSC de Fusarium oxysporum hasta las 144 horas de confrontacién
continua.

Figure 5. Percentage of inhibition by in vitro antagonism of Trichoderma longibrachiatum vs.
FUSA, FUSB and FUSC of Fusarium oxysporum up to 144 hours of continuous confrontation.

Figura 6. Antagonismo in vitro de T. longibrachiatum sobre las cepas FUSA, FUSB

y FUSC de F. oxysporum.
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Figure 6. /n vitro antagonism of 7. longibrachiatum on the FUSA, FUSB and FUSC
strains of F. oxysporum.

Andlisis microbiolégico del sustrato
Los resultados del andlisis microbiolégico del sustrato, efectuado antes de aplicar los
tratamientos, evidenciaron la presencia de bacterias como Bacillus thuringiensis, B. subtilis
y Lactobacillus spp., asi como el hongo Verticillium sp. No se detact6é la presencia de

Trichoderma spp. (antagonista) ni de Fusarium spp.

Pruebas en invernadero
El efecto antagonico de T. longibrachiatum sobre FUSA, FUSB y FUSC de F. oxysporum,

evaluado a los 35 dias de aplicados los tratamientos en plantas de A. cupreata no fue
estadisticamente significativo, bajo condiciones de invernadero (Tabla 5).
Tabla 5. ANOVA del efecto antagénico de T. longibrachiatum para el control de la marchitez
vascular en A. cupreata.
Table 5. ANOVA of the antagonistic effect of T. longibrachiatum for the control of vascular

wilt in A. cupreata.

FV gl SC CM F P-valor
Tratamientos 12 0.05 4.2E-03 20 0.081ns
Repeticidn 4 0.01 2.5E-03 1.2 0.23ns
Error 48 0.10 2.1E-03
Total 64

CV = 46.42. R? = 0.37

Con relacién al porcentaje de incidencia y el nivel de dafo de la marchitez vascular en plantas
de A. cupreata, alos 21 dias de evaluacion, el mayor nimero de plantas sanas se registré en los
tratamientos con aplicaciones conjuntas de ambos hongos (T7, T8, T9), alcanzando 10 plantas
(66.6%). En contraste, los tratamientos individuales mostraron resultados inferiores: T1, T2 y
T3 con 7 plantas (46.7%). y T4, T5 y T6 con apenas 2 plantas (13.3%). Por su parte, los testigos
presentaron 9 plantas sanas (60%) en el control comercial y 3 de 5 plantas (60%) del control
absoluto. Sin embargo, a los 35 dias posteriores a la aplicacion de los tratamientos, la incidencia
en las 65 plantas evaluadas se elevo al 90.7%, con un nivel de dafio “1" en la escala

patométrica, caracterizado por hojas moradas y encarrujadas, equivalente a un 37% de
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afectacion (hojas moradas y encarrujadas) (Tabla 6).

Tabla 6. Incidencia y nivel de dafio en el control de F. oxysporum (FUSA, FUS B, FUSC) con

T. longibrachiatum.

Table 6. Incidence and level of damage in the control of F. oxysporum (FUSA, FUS B, FUSC)
with T. longibrachiatum.

Primera lectura Segunda lectura Tercera lectura
(21d) (28d) (35d)
Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas  Plantas
Tratamientos Sanas danadas sanas danadas  Sanas Danadas
(Ntim) (Nim)* (Ntim) (Nam)*  (Ndm)  (Nim)*
T1=TI(1)-FUSA(15) 3 2* 3 2° 1 4
T2=TI(1)-FUSB(15) 2 3 2 3* 1 4
T3=TI(1)-FUSC(15) 2 3 2 3* 1 4
T4=FUSA(1)-TI(15) 0 ar 0 5™ 0 a»
T5= FUSB(I)TI(15) 1 4" 1 4 0 a»
T6= FUSC(1)-TI(15) 1 4* 1 47 0 5°
T7=TI+FUSA 3 Z 3 Z" 2 3*
T8=TI+FUSB 2 32 2 37 0 5*
T9=TI(1)+FUSC 5 0 1 4 0 5°*
T10= CuSO45H20+(FUSA) 3 2* 3 ZN U] 5%
T11= CuSO45H20+(FUSB) 3 2* 4 1* 1 4
T12= CuSO45H20+(FUSC) 3 2" 0 5 0 5”
T13= Testigo absoluto 3 2 0 5 0 a»
Totales 31 3 22 43 6 59

Incidencia = 52.3%  Incidencia = 66.1% Incidencia = 90.7%
*Nivel de dano 1 de la escala patométrica.
T1, Trichoderma longibrachiatum, FUSA, FUSB, FUSC, cepas de Fusarium oxysporum,
(d=dias), dias de aplicacion en el sustrato de crecimiento de la planta, (+), aplicacién

simultdnea.



Por otro lado, en el ANOVA (los cuadrados medios y su significancia) de las variables
respuesta evaluadas para determinar el efecto antagonico de 7. Jongibrachiatum en plantas
de A. cupreata —numero de hojas por planta, nimero de raices por planta, longitud de raiz
(cm), asi como el didmetro transversal (cm) y vertical de las pifas (cm) — tampoco se

detectaron diferencias estadisticas significativas (Tabla 7).

Tabla 7. Cuadrados medios y significancia estadistica del nimero de hojas, niimero de raices,
longitud de la raiz, diametro horizontal y vertical de las pinas.
Table 7. Mean squares and statistical significance of the number of leaves, number of roots,

root length, horizontal and vertical diameter of the cones.

Fuente G.L. No. No. Longitud Diametro Didmetro
hojas raices raiz vertical de la horizontal
(cm) pina (cm) de la pifa
(cm)
No. Trat. 12 48.40 ns 1227 ns 41.72 s 0.565 ns 0.2934 ns
Error 45 32.69 223.8 12198 0.234 0.2046
Promedio 24.56 36.70 6.52 1.72 2.55
CV% 33.89 40.76 53.55 28.07 16.39

+ = Diferencia estadistica al 0.05 de probabilidad, ns = no significativo

Sin embargo, al considerar los valores medios aritméticos, se encontré que el tratamiento
T2 (T1(1)-FUSB(15)) present6 el mayor nimero de hojas por planta y diametro vertical de la
pina, el tratamiento T9 (T1(1)+FUSC(15)) la mayor longitud de raices, T12 (CuS045H:0+(FUSC)),
mayor nimero de raices, mientras que el T7 (TI(1)+FUSA(15)). mostré el mayor didmetro

transversal de la pina (véase Tabla 8).

Tabla 8. Valores medios de las variables niimero de hojas, raices y dimensiones de las pifas
de Agave cupreata.
Table 8. Average values of the variables number of leaves, roots and dimensions of the A.

cupreata cones.

No. Estructura NH NR LR DV DH
TRAT. No. No. cm cm cm
1 T1(1)-FUSA(15) 4.77 2213 6.54 +2.92 21154946  0.61+0.27 1.53+0.68
2 T1(1)-FUSB(15) 12.28+5.49 12.93=5.78 26.76=11.96 3.70:1.65 0.35=0.15
3 T1(1)-FUSC(15) 4.96+2.22 11.71£5.23 26.85x12.00 099044 1.5820.71
4 FUSA(1)-TI(15) 1.58=0.070 12.36=5.52 29.12=13.02 1.45x064 1.37=0.61
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5 FUSB(1)TI(15) 2.96+1.32 18.05=8.07 31.17x13.93 0.76x0.33  1.2920.57
6 FUSC(1)TI(15) 7.39+3.30 16.63=7.44 29.24x13.07 0.90=040 1.4920.66
7 TI(1)+FUSA(15) 3.84£1.72 16.45x7.35 26.24=11.73 1012045 1.71=0.76
8 TI(1)+FUSB(15) 7.50+3.36 2.82x1.26 9.74x4.35 1.2520.56  1.53%0.68
9 TI{(1)+FUSC(15) 10.64+:4.76 17.92%8.01 35.10=15.69 0.51x0.22 1.2620.56

10 CuS045H:0+(FUSA) 7.45£3.72 11.12=5.56 33.06x16.5 0.7520.33  1.50=0.67
11 CuSO5H:04+(FUSB) 5.05+2.52 1.78x0.89 30.45x15.22  1.1420.51 1.54=0.89
12 CuSO«5Hz04(FUSC) 6.92+3.46 22.18:11.09 18.0829.04 0=0 0=0

13 Testigo 6.92+3.46 33.83x16.91 26.57x13.28 1.5520.69 1.20x0.69

T1, Trichoderma longibrachiatum, FUSA, FUSB, FUSC, cepas de Fusarium oxysporum, NH = nimero de hojas,
NR = ntimero de raices, LR = longitud de la raiz, DV = didmetro vertical, DH = didmetro horizontal, (dias), (#),

dias de aplicacién en el sustrato de crecimiento de la planta, (+), aplicacién simultdnea.

En el segundo andlisis microbiolégico del sustrato no se detecté la presencia de los hongos
con relacion antagonista-patégeno. No obstante, al ser aislados a partir de explantes
radiculares obtenidos de pinas de A. cupreata y posteriormente confrontados en cultivos
duales sobre medio PDA, se evidencié su capacidad antagonista. Las mediciones del
crecimiento micelial (mm) de las cepas FUSA, FUSB y FUSC se realizaron a las 48, 72, 96 y
144 h de incubacion a 25 °C, hasta el momento en que entraron en contacto en la zona de
confrontacién con el antagonista T. longibrachiatum. El andlisis estadistico del porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PICR), calculado mediante la férmula propuesta por
Worasatit et al. (1994), revelo diferencias significativas al nivel de confianza del 5 % (Tabla
9).

Tabla 9. ANOVA de los enfrentamientos de 7. longibrachiatum vs. FUSA, FUSB y FUSC

de F. oxysporum en explantes de raices sembradas in vitro de A. cupreata.

Table 9. ANOVA of the confrontations of T. fongibrachiatum vs. FUSA, FUSB and FUSC

of F. oxysporum in explants of roots sown in vitro of A. cupreata.

FV gl SC CM F P-valor
Tiempo (T) 3 13504.00375 4501.33458 285.11* <0.001
Fusarium (F) 5 947.88625 189.57725 1201* <0.001
T*F 15 1983.58875 132.23925 8.38* <0.001
Error 48 757.84000 15.78833

Total 71 17193.31875

C.V.=11.3% R?=0.96



Por otro lado, la Tabla 10 y Figura 7 mostraron que a mayor nimero de horas de incubacién
in vitro los valores medios del PICR (%) fueron mas altos, revelando que la FUSC fue la

cepa de F. oxysporum mas sensible a la accion inhibitoria de 7. longibrachiatum.

Tabla 10. Comparacion de medias del Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR)

en funcién del tiempo de incubacién in vitro.
Table 10. Comparison of mean Radial Growth Inhibition Percentage (RGI) values as a

function of in vitro incubation time.

Agrupamiento de Media ol]:slci::::c‘;o(::es Tiempo en horas
Tukey PICR (%) (N) (T)
A 57.117 18 144
B 36.561 18 96
C 24.478 18 72
C 22.828 18 48

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. Tukey, 5%.

70 +

61.33

[

50 4

= 40 1
;‘: 30 <
z 20 <
10 1

0 4

144 Horas
mFUSA (mm) wFUSE (mm) =FUSC (mm)

Figura 7. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) por T. longibrachiatium
sobre FUSA, FUSB y FUSC de F. oxysporum a las 144 h de incubacion in vitro.

Figure 7. Percentage of radial growth inhibition (PICR) by T. longibrachiatum on FUSA, FUSB
and FUSC of F. oxysporum at 144 h of in vitro incubation.
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Figura 8. Antagonismo in vitrode T. longibrachiatum contra F. oxysporum (cepas: a = FUSA,

b =FUSB y ¢ = FUSC), observado en medio PDA a los 6 dias de incubacion.

Figure 8. In vitro antagonism of T. Jongibrachiatum against F. oxysporum (strains: a = FUSA,

b = FUSB and c = FUSC), observed in PDA medium after 6 days of incubation

DISCUSION

Identificacion morfolégica y molecular
La identificacién morfologica y microscépica de Trichoderma longibrachiatum coincidié
con las claves propuestas por (Bissett, 1984). Las caracteristicas de color y textura del
micelio, asi como las estructuras reproductivas del hongo, fueron consistentes con lo
reportado por (Jambhulkar ef al., 2024). El analisis molecular, basado en la comparacion con
secuencias depositadas en GenBank y en la construccion del arbol filogenético, evidencié
una estrecha relacién con otras accesiones de la misma especie, corroborando su pertenencia
al mismo grupo taxonémico. Este hallazgo concuerda con lo sefialado por Samuels er al.,
(2012) quienes describieron a T. longibrachiatum como parte de un clado compuesto por 21
especies de distribucion cosmopolita (Tabla 2, Figura 2). La elevada identidad de la secuencia
ITS con registros de T. longibrachiatum confirmé la identificacion molecular de la cepa
analizada. Asimismo, el agrupamiento consistente en el arbol filogenético respaldé esta
asignacion taxondmica y demuestra la utilidad de la region ITS como marcador confiable
para la diferenciacion de especies dentro del género Trichoderma (Druzhinina et al., 2005;
Sanchez-Miranda er al., 2021). En comparacién con otras especies del género, la posicion
filogenética de T. longibrachiatum sugiere una relacion evolutiva cercana con 7. harzianum,
aunque con diferencias suficientes para justificar su separacién taxonémica. Este resultado

coincide con estudios previos que destacan la diversidad genética dentro del género y la
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necesidad de analisis moleculares para una identificacion precisa (Kubicek er al, 2019;
Samuels er al., 2012). Finalmente, estos hallazgos adquieren relevancia en el ambito de las
aplicaciones biotecnolégicas, dado que T. Jongibrachiatum ha sido reportado como un hongo
con potencial en el biocontrol agricola, gracias a su capacidad para colonizar rizésferas y

antagonizar patégenos vegetales (Harman et al., 2004; Matas-Baca er al., 2023).

Pruebas de patogenicidad

Respecto a los postulados de Koch, se corroboré la patogenicidad de las tres cepas de
Fusarium oxysporum probadas en A. vera y A. cupreata como agentes causales de la
marchitez vascular. En el caso de A. cupreata, cabe senalar que sus hojas coriaceas difieren
de lo reportado por otros autores, quienes realizaron pruebas de patogenicidad en plantulas u
hojas herbaceas (Sierra-Moya et al., 2022; Delgado-Ortiz er al., 2016; Kareem et al., 2016).
Las preparaciones microscépicas obtenidas del micelio en A. cupreata fueron similares a las
descritas para hongos del género Fusarium (Delgado-Ortiz er al., 2016; Sierra-Moya er al.,
2022). Por otra parte, los resultados muestran que la cepa FUSA present6 los mayores
promedios de crecimiento en A. cupreata y A. vera, lo que permite considerarla como la mas
patogénica de las tres cepas evaluadas en estas pruebas. Este hallazgo es consistente con lo
reportado por (Apodaca-Sanchez er al., (2001) quienes demostraron que la patogenicidad de
F. oxysporum puede variar significativamente entre cepas y estd influida por factores como
la temperatura y el hospedero. A este respecto, Morales-Mendoza er al. (2025) identificaron
diferencias en la patogenicidad de cepas aisladas de chile Capsicum frutescens sobre
Capsicum chinense. Estos antecedentes respaldan la interpretacion de que la cepa FUSA
posee una mayor capacidad infectiva en los hospederos evaluados, en contraste con FUSB y
FUSC, y subrayan la importancia de considerar la variabilidad intraespecifica de Fusarium

oxysporum en estudios de patogenicidad.

Pruebas de antagonismo in vitro entre T. longibrachiatum y tres cepas de
Fusarium oxysporum
Los resultados obtenidos en las pruebas de antagonismo muestran que T. longibrachiatum
fue capaz de inhibir el crecimiento de las tres cepas de Fusarium oxysporum evaluadas,
siendo FUSC la mas susceptible. Este comportamiento concuerda con lo senalado por

Benitez ef al., (2004), quienes describen que especies de Trichoderma ejercen su accion
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antagonista a través de mecanismos como micoparasitismo, antibiosis y competencia por
nutrientes y espacio. De manera similar, Harman er al, (2004) destacan la eficacia de
Trichoderma spp. como agentes de biocontrol, subrayando su capacidad para reducir la
incidencia de enfermedades causadas por el género Fusarium. Ademas, Hoyos-Carvajal er
al., (2009) reportaron variabilidad en la susceptibilidad de diferentes cepas de Fusarium
frente a especies de Trichoderma, lo que respalda la observacion de que FUSC fue mas
sensible en comparacién con FUSA y FUSB. Estos antecedentes confirman que la interaccion
entre antagonista y patogeno depende tanto de las caracteristicas de la cepa de Trichoderma
como de la variabilidad intraespecifica de Fusarium oxysporum.

La evaluacion del porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR) permitié identificar
diferencias en la susceptibilidad de las cepas de F. oxysporum frente al antagonista evaluado.
Este comportamiento concuerda con lo senalado por Rubio-Tinajero er al (2021) quienes
destacan el PICR como un parametro confiable para medir la capacidad inhibitoria de agentes
de biocontrol sobre Fusarium. De manera similar, Lopez-Valenzuela et al., (2022) reportaron
que la variabilidad en los valores de PICR entre cepas de Fusarium se relaciona con
diferencias fisiolégicas y genéticas. lo que influye en su respuesta frente a antagonistas como
Trichoderma. Asimismo, Guédez et al., (2012) demostraron que el PICR es una herramienta
util para comparar la eficacia de distintos tratamientos y subrayaron la importancia de

considerar la variabilidad intraespecifica del patogeno en estudios de control biolégico.

Analisis microbiolégico del sustrato
En el primer analisis del sustrato se encontraron los siguientes microorganismos: Bacillus
thuringiensis, Bacillus subtilis reportados como biocontroladores, y Lactobacillus spp. como
mejorador del suelo reportado por Alvarez-Vera er al. (2019) ellos comentan que los
consorcios microbianos del suelo son benéficos, en esta investigacion el sustrato estuvo
compuesto por peat moss, agrolita y fibra de coco que favorecieron el crecimiento de estos
microorganismos. También se encontré el hongo Verticillium spp. Fitopatégeno del suelo que
en esta investigacion no mostré efecto detrimental en las plantas utilizadas para el
experimento (Velasquez-Valle and Reveles—Torres, 2017). En el segundo analisis
microbiolégico del sustrato, tampoco se observaron Trichoderma sp. ni Fusarium sp. como
se esperaba. Es probable que estos resultados se deban a que s6lo se realizé una aplicacion

de los tratamientos en plantas con tres anos de edad con consistencia coriacea, a diferencia
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de otros trabajos realizados en invernadero en plantulas u hojas herbaceas (Delgado-Ortiz et
al., 2016;Sierra-Moya er al, 2022; Kareem et al., 2016: Cao et al., 2025). Por otra parte,
Trichoderma sp. y Fusarium son habitantes naturales del suelo y los dos se adhieren a las
raices de las plantas para infectarlas en una interaccién planta-antagonista-patégeno
(Hernandez-Melchor et al., 2019; Lopez-Bautista et al., 2019; Vega-Ramos et al., 2013).

Pruebas en invernadero

En las pruebas en invernadero no se registraron diferencias estadisticas significativas entre los 13
tratamientos probados hasta los 35 dias después de su aplicacion para evaluar el efecto antagonico de
T. longibrachiaatum y el quimico contra F. oxysporum, para el control de la marchitez vascular en A
cupreata (Tabla 5). A los 21 dias se encontraron 31 plantas sanas sin sintomas de la enfermedad
(47.7%) de un total de 65 como unidades experimentales (Tabla 6). Al considerar las quince plantas
de los tratamientos T7, T8 y T9 (aplicacion conjunta de T. Jongibrachiatumy F. oxysporumy), también
se encontraron 10 plantas sanas (66.6%). mientras que en los tratamientos T10, T11 y T12 (control
quimico) se tuvieron solo 9 (60%). Estos resultados sugieren un efecto antagénico y quimico sobre
F. oxysporum, respectivamente, como causante de la marchitez vascular, similar a lo reportado por
Zhu et al. (2026), asi como el resultado posible de la competencia por espacio y nutrientes en las
interacciones Trichoderma-Fusarium-rizosfera (Sharma and Sharma, 2020). Asimismo. la
disminucién progresiva de las plantas sanas hasta los 35 dias (9.29) reflejo la capacidad de Fusarium
oxysporum para superar las defensas iniciales de la planta, esto sugiere que el antagonismo de T.
longibrachiatum depende de factores como su persistencia en el suelo y las condiciones de temperatura
y humedad relativa (Verma et al,, 2026). Por otro lado, la alta incidencia de la marchitez vascular
registrada en A. cupreata (90.7%) y el nivel homogéneo de dano en planta (nivel 1 = 37%, escala
patométrica DGSV-CNRF, 2017) hasta esos dias, confirmé que la virulencia del patégeno aumenté
gradualmente, causando una infeccion sistémica progresiva durante la cual F. oxysporum se
establecié y multiplicé al mismo ritmo en todas las plantas causando un deterioro constante,
uniforme y predecible, que puede explicar la falta de significancia estadistica entre los
tratamientos probados y sus variables respuesta (Tabla 7): numero de hojas, diametro vertical y
diametro horizontal de la pifia, nimero de raices y longitud de raiz (Lopez-Bautista er al., 2019). Estos
resultados reafirman en consecuencia que el efecto de los tratamientos biolégicos con T. Jongibrachiatum
v el quimico con sulfato de cobre pentahidratado. se comportaron estadisticamente igual en el manejo
y control de la marchitez vascular en A. cupreata.

Por otra parte, no obstante que el resultado del segundo andlisis microbiolégico del sustrato de crecimiento
de la planta fue negativo en la deteccién de estos hongos (antagonista-patogeno) al término de las pruebas
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de invernadero, su aislamiento a partir de explantes radiculares obtenidos de pinas de A. cupreata y, luego
su confrontacion in vitro en cultivos duales durante 6 dias (144 h), permitié evidenciar su capacidad
antagénica donde el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) de las cepas FUSB y FUSC por
la accién antagonica de 7. longibrachiatum fue de 55.62% y 61.33% respectivamente (Tabla 10). No se
realizaron andlisis de fenoles, flavonoides. actividad POX ni PAL en hojas para evaluar la proteccion
en la planta: no obstante, los resultados sugieren la posible existencia de una defensa inducida por T.
longibrachiatum (Abdelrahman et al., 2016; Gonzilez-Soto et al., 2017).

Las condiciones de temperatura media anual durante el experimento en invernadero (20.9
°C) fueron cercanas a la region del Balsas (19.1 °C) (Barrientos-Rivera er al., 2020; Gentry,
1982). Esto sugiere que en un futuro A. cupreata pueda adaptarse a valles altos como lo

senalan Saenz-Romero er al. (2012) debido a que el cambio climatico en la region del Balsas,

A. cupreata enfrenta problemas de sobrevivencia, por lo que sugieren su migracién paulatina

hacia mayores altitudes.

CONCLUSIONES

La identificacién molecular de 7. Jongibraquiatum se confirmé con el Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) y el GenBank, con un indice de identidad del 98.40%.

Las pruebas de patogenicidad en hojas de A. cupreata confirmaron que la cepa FUSA de Fusarium
oxysporum, fue la mas virulenta.

Las pruebas de antagonismo in vitrorevelaron que el porcentaje de inhibicién del crecimiento
radial (PICR) por T. longibrachiatum fue de 28.45% para FUSA, 55.62% para FUSB y
61.33% para FUSC a las 144 horas de incubaciéon en PDA, 25°C.

El efecto del control biolégico T. longibrachiatum vs. F. oxysporum fue estadisticamente
igual al efecto quimico con Sulfato de cobre pentahidratado, para el control de la marchitez
vascular en A. cupreata, bajo condiciones de invernadero.

Con base en estos resultados se rechaza la hipétesis original y se sugiere el empleo de 7.
longibrachiatum como estrategia biorracional alternativa para el control ecologicamente

sostenible de la marchitez vascular en esta especie.
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VIIl. DISCUSION GENERAL

8.1 Impact and control prospects at the Fusarium complex, associated to the wilt in Agave
and other crops

Dado que el cultivo de agave representa una importante fuente de ingresos para los productores,
industrializadores y comercializadores, se hace imperativa la necesidad de revisar
constantemente los avances que en este renglon surgen a través del tiempo para garantizar la
calidad de sus productos y servicios. Es el caso de su fitosanidad la cual se ha visto afectada en
los ultimos afios por la presencia de especies del complejo Fusarium (F. 0.) como causantes de
la marchitez vascular entre el 30 y 100% de incidencia de todas las plantaciones. Para su control
se han utilizado fungicidas sintéticos costosos y la desifeccion del suelo con fumigantes que han
resultado poco efectivos y han generado contaminacion al ambiente y resistencia del patégeno,
entre otros (Patifio et al., 2026).

Entre los métodos quimicos, bioldgicos, ecoldgicos y fitosanitarios citados en esta revision
documental como estrategia ecoldgica y de bajo costo para reducir los niveles de incidencia de
este patdgeno, se propuso como tratamiento biorracional el empleo de Trichoderma
longibrachiatum como agente de control biolégico en Agave cupreata, bajo condiciones de

invernadero.

8.2 Evaluacion del efecto antagonista de Trichoderma longibrachiatum contra el complejo
Fusarium oxysporum en Agave cupreata bajo condiciones de invernadero

8.2.1 Identificacion morfologica y molecular de Trichoderma longibrachiatum

La identificacion morfoldgica y microscopica de Trichoderma longibrachiatum coincidié
con las claves propuestas por Bissett (1984). Las caracteristicas de color y textura del
micelio, asi como las estructuras reproductivas del hongo, fueron consistentes con lo
reportado por Jambhulkar et al. (2024). El analisis molecular, basado en la comparacion con
secuencias depositadas en GenBank y en la construccion del arbol filogenético, evidencid
una estrecha relacion con otras accesiones de la misma especie, corroborando su pertenencia

al mismo grupo taxonémico, de acuerdo a Samuels et al. (2012). Asimismo, se demuestra la

utilidad de la region ITS como marcador confiable para la diferenciacion de especies dentro
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del género Trichoderma (Druzhinina et al., 2005; Sanchez-Miranda et al., 2021). La posicion
filogenética de T. longibrachiatum sugiere una relacion evolutiva cercana con T. harzianum,
aunque con diferencias suficientes para justificar su separacion taxondmica (Kubicek et al.,
2019; Samuels et al., 2012). Finalmente, T. longibrachiatum ha sido reportado como un
hongo con potencial en el biocontrol agricola, gracias a su capacidad para colonizar rizosferas

y antagonizar patdgenos vegetales (Harman et al., 2004; Matas-Baca et al., 2023).

8.2.2 Pruebas de patogenicidad

Respecto a los postulados de Koch, se corrobord la patogenicidad de las tres cepas de
Fusarium oxysporum probadas en A. vera y A. cupreata como agentes causales de la
marchitez vascular. En el caso de A. cupreata, cabe sefialar que sus hojas coriaceas difieren
de lo reportado por otros autores, quienes realizaron pruebas de patogenicidad en plantulas u
hojas herbaceas (Sierra-Moya et al., 2022; Delgado-Ortiz et al., 2016; Kareem et al., 2016).
Las preparaciones microscopicas obtenidas del micelio en A. cupreata fueron similares a las
descritas para hongos del género Fusarium (Delgado-Ortiz et al., 2016; Sierra-Moya et al.,
2022). Por otra parte, los resultados muestran que la cepa FUSA presentd los mayores
promedios de crecimiento en A. cupreata y A. vera, lo que permite considerarla como la mas
patogénica de las tres cepas evaluadas en estas pruebas (Apodaca-Sanchez et al., 2001). A
este respecto, Morales-Mendoza et al. (2025) identificaron diferencias en la patogenicidad
de cepas aisladas de chile Capsicum frutescens sobre Capsicum chinense. Estos antecedentes
respaldan la interpretacion de que la cepa FUSA posee una mayor capacidad infectiva en los
hospederos evaluados, en contraste con FUSB y FUSC, y subrayan la importancia de
considerar la variabilidad intraespecifica de Fusarium oxysporum en estudios de

patogenicidad.

8.2.3 Pruebas de antagonismo in vitro entre T. longibrachiatum y tres cepas de
Fusarium oxysporum (FUSA, FUSB y FUSC)

Los resultados obtenidos en las pruebas de antagonismo muestran que T. longibrachiatum

fue capaz de inhibir el crecimiento de las tres cepas de Fusarium oxysporum evaluadas, siendo

FUSC la mas susceptible (Benitez et al., 2004). De manera similar, Harman et al. (2004)

destacan la eficacia de Trichoderma spp. como agentes de biocontrol del género Fusarium.

Ademas, Hoyos-Carvajal et al. (2009) reportaron variabilidad en la susceptibilidad de
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diferentes cepas de Fusarium frente a especies de Trichoderma. La evaluacion del porcentaje
de inhibicién de crecimiento radial (PICR) permitié identificar diferencias en la
susceptibilidad de las cepas de F. oxysporum frente al antagonista evaluado por Rubio-
Tinajero et al. (2021), quienes destacan el PICR como un parametro confiable para medir la
capacidad inhbitoria de agentes de biocontrol sobre Fusarium. De manera similar, Lopez-
Valenzuela et al. (2022) reportaron que la variabilidad en los valores de PICR entre cepas de
Fusarium se relaciona con diferencias fisiologicas y genéticas, lo que influye en su respuesta
frente a antagonistas como Trichoderma. Asimismo, Guédez et al. (2012) demostraron que
el PICR es una herramienta Util para comparar la eficacia de distintos tratamientos y
subrayaron la importancia de considerar la variabilidad intraespecifica del patégeno en

estudios de control bioldgico.

8.2.4. Andlisis microbiolégico del sustrato

En el primer analisis del sustrato se encontraron los siguientes microorganismos: Bacillus
thuringiensis, Bacillus subtilis reportados como biocontroladores, y Lactobacillus spp. como
mejorador del suelo reportado por Alvarez-Vera et al. (2019). También se encontré el hongo
Verticillium spp. fitopatdgeno del suelo que en esta investigacion no mostro efecto
detrimental en las plantas utilizadas para el experimento (Velasquez-Valle and Reveles—
Torres, 2017). En el segundo analisis microbioldgico del sustrato, tampoco se observaron
Trichoderma sp. ni Fusarium sp. como se esperaba. Es probable que estos resultados se deban
a que sdlo se realiz6 una aplicacion de los tratamientos en plantas con tres afios de edad con
consistencia coriacea, a diferencia de otros trabajos realizados en invernadero en plantulas u
hojas herbaceas (Delgado-Ortiz et al., 2016; Sierra-Moya et al., 2022; Kareem et al., 2016;
Cao et al., 2025). Por otra parte, Trichoderma sp. y Fusarium son habitantes naturales del
suelo y los dos se adhieren a las raices de las plantas para infectarlas en una interaccion
planta-antagonista-patégeno (Hernandez-Melchor et al., 2019; Lopez-Bautista et al., 2019;
Vega-Ramos et al., 2013).

8.2.5 Pruebas en invernadero
En las pruebas realizadas en invernadero no se obtuvieron diferencias estadisticas
significativas entre los 13 tratamientos probados, para evaluar el efecto antagonico de T.

longibrachiatum y el quimico contra F. oxysporum, para el control de la marchitez vascular
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en A. cupreata (Tabla 5). A los 21 dias después de aplicados los tratamientos se encontraron
31 plantas sanas sin sintomas de la enfermedad (47.7%) de un total de 65 plantas como
unidades experimentales (Tabla 6). Al considerar las quince plantas de los tratamientos T7,
T8 y T9 (aplicacion conjunta de T. longibrachiatum vs. F. oxysporum), presentaron 10
plantas sanas (66.6%), mientras que los tratamientos T10, T11 y T12 (control quimico)
tuvieron solo 9, (60%). Estos resultados sugieren un efecto antagonico y quimico sobre F.
oxysporum, respectivamente, como causante de la marchitez vascular, similar a lo reportado
por Zhu et al. (2026), asi como el resultado posible por competencia de espacio y nutrientes
en las interacciones Trichoderma-Fusarium-rizésfera (Sharma and Sharma, 2020).
Asimismo, la disminucién progresiva de plantas sanas hasta los 35 dias (9.2%) reflejo la
capacidad de Fusarium oxysporum para superar las defensas iniciales de la planta, esto
sugiere que el antagonismo de T. longibrachiatum depende de factores como su persistencia
en el suelo y las condiciones de temperatura y humedad relativa (Verma et al., 2026). Por
otro lado, la alta incidencia observada en A. cupreata (90.7%) y el nivel de dafio homogéneo
en planta (nivel 1 = 37%, de la escala patométrica DGSV-CNRF, 2017), hasta esos dias,
confirmé que la virulencia del patégeno aumentd gradualmente causando una infeccion
sistémica progresiva durante la cual F. oxysporum se establecio y multiplicé al mismo ritmo
en todas las plantas originando un detrioro constante, uniforme y predecible, que bien puede
explicar la falta de significancia estadistica entre los tratamientos probados y sus variables
respuesta (Tabla 7): namero de hojas, diametro vertical y didmetro horizontal de la pifia,
namero de raices y longitud de raiz (L6pez-Bautista et al., 2019). Estos resultados reafirman
consecuentemente que el efecto de los tratamientos biolégicos con T. longibrachiatum vy el
quimico con Sulfato de cobre pentahidratado, se comportaron estadisticamente igual en el

manejo y control de la marchitez vascular en A. cupreata.

No obstante lo anterior, los enfrentamientos de explantes de raiz procedentes de las pifias de
A. cupreata, germinados en cajas de Petri con medio PDA, se encontrd el efecto antagonista
de T. longibrachiatum sobre de las cepas FUSB y FUSC de F. oxysporum, que mostraron un
porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) de 55.62% y 61.33 % respectivamente.
No se realizaron analisis de fenoles, flavonoides, actividad POX ni PAL en hojas para
evaluar la proteccion en la planta; no obstante que los resultados anteriores sugieren la
posible existencia de una defensa inducida por T. longibrachiatum (Abdelrahman et al.,
2016; Gonzélez-Soto et al., 2017).
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Las condiciones de temperatura media anual durante el experimento en invernadero (20.9
°C) fueron cercanas a la region del Balsas (19.1 °C) (Barrientos-Rivera et al., 2020; Gentry,
1982). Esto sugiere que en un futuro A. cupreata pueda adaptarse a valles altos como lo
sefialan Saenz-Romero et al. (2012) debido a que el cambio climatico en la regién del Balsas,
A. cupreata enfrenta problemas de sobrevivencia, por lo que sugieren su migracién paulatina

hacia mayores altitudes.
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IX. CONCLUSIONES GENERALES

La marchitez vascular en Agave sp. es ocasionada por el complejo Fusarium (F. 0.).

La aplicacion de agentes bioldgicos como Trichoderma sp. y Bacillus sp., micorrizas, extractos
vegetales y aceites esenciales, el ozono, las nanoparticulas, acido salicilico, agua &cida se
reportan ser efectivos como estrategias alternativas para el control de la marchitez vascular en

agave Yy otros cultivos.

La idenficacién molecular de T. longibrachiatum se confirmd con el Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST) y el GenBank, con un indice de identidad del 98.40 %.

Las pruebas de patogenicidad en hojas de A. cupreata confirmaron que la cepa FUSA de Fusarum

oxysporum fue la mas virulenta.

Las pruebas de antagonismo in vitro revelaron que el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) de FUSA, FUSB y FUSC por T. longibrachiatum fue de 28.45%,
55.62% y 61.33% respectivamente, a las144 horas de incubacion en PDA, 25 °C.

El efecto del control bioldgico T. longibrachiatum vs. F. oxysporum fue estadisticamente
igual al efecto quimico con Sulfato de cobre pentahidratado, para el control de la marchitez

vascular en A. cupreata, bajo condiciones de invernadero.

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion, se rechazd la hipdtesis
originalmente planteada sugiriendo el empleo de T. longibrachiatum como estrategia
biorracional alternativa para el control ecologicamente sostenible de la marchitez vascular

en Agave cupreata.
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