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Resumen: El uso de microorganismos ha sido una alternativa para promover el crecimiento y biocontrol de plagas
y enfermedades en diversos cultivos y agave. En este trabajo se estudio la inoculacién de bulbilos de Agave tequilana
con distintas micorrizas arbusculares sobre el crecimiento y control de la marchitez causada por Fusarium
oxysporum. En invernadero, se inocularon bulbilos de Agave con el consorcio nativo “Barranca de las Nueces”, un
in6culo comercial de esporas de Rhizofagus y un control sin micortiza. Después de cuatro meses de micorrizacion,
se registré un incremento del 31 % en biomasa fresca y 61 % en altura de bulbilos micorrizados respecto al
tratamiento sin micotrrizar; ademas, de un 28 % de colonizacién micorrizica en los tratamientos micorrizados. A los
120 dfas después de la micorrizacion, un grupo de plantas se infecté con Fusatium oxysporum y cien dias después
se registrd el crecimiento y el control de la enfermedad. Los resultados mostraron solo efecto significativo de la
micortizacion sobre el crecimiento de los bulbilos y aquellos con el indculo comercial presentaron el mayor
crecimiento. Respecto al control contra Fusatium oxysporum, todas las plantas infectadas mostraron un nivel de
medio a severo de acuerdo con la escala generada. Los resultados mostraron una promocién en crecimiento de los
bulbilos por la micorrizacién; sin embargo, no se logrd evidenciar algun tipo de control contra la enfermedad, al
menos a nivel foliar. Los hongos micorrizicos arbusculares promueven el crecimiento de bulbilos de agave y podrian
aminorar el dafio de enfermedades en esta especie.

Palabras clave: consorcios, crecimiento de la planta, enfermedad, maguey mexicano, marchitez, micorrizas
arbusculares.

Abstract: The use of microorganisms has been an alternative to promote the growth and biocontrol of pests and
diseases in different crops and agave. In this work, the inoculation of Agave tequilana bulbils with different arbuscular
mycorrhizae on the growth and control of wilt caused by Fusarium oxysporum was studied. In the greenhouse,
Agave bulbils were inoculated with the native "Barranca de las Nueces" consortium, a commercial inoculum of
Rhizofagus spores and a control without mycorrhiza. After four months of mycorrhization, there was a 31 % increase
in fresh biomass and 61 % increase in height of mycorrhizal bulbils with respect to the non-mycorrhizal treatment;
in addition, there was a 28 % increase in mycorrhizal colonization in the mycorrhizal treatments. At 120 days after
mycorrhization, one group of plants was infected with Fusarium oxysporum and 100 days later, growth and disease
control were recorded. The results showed only significant effect of mycotrhization on bulbil growth and those with
the commercial inoculum showed the highest growth. Regarding control against Fusarium oxysporum, all infected
plants showed a medium to severe level according to the scale generated. The results showed a promotion of bulbil
growth by mycorrhization; however, it was not possible to demonstrate any type of control against the disease, at
least at the foliar level. Arbuscular mycorrhizal fungi promote the growth of agave bulbils and could reduce disease
damage in this species.

Keywords: arbuscular mycorrhiza, consortia, disease, Mexican maguey, plant growth, wilting.
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Introduccion

El agave es una planta emblematica y de gran importancia socioeconémica para México y el
estado de Michoacan. Se utiliza como forraje, medicina y fibra, es fuente de alimento para el
ganado y humano, y como material de construccion, entre otros usos; pero su principal utilidad
es para la elaboracion de bebidas alcohodlicas como el pulque, el mezcal (Enriquez-del Valle et
al., 2018), la bacanora y el tequila, producido con Agave tequilana Weber var. Azul (Garcia-
Mendoza, 2004).

Comunmente, esta planta tarda entre 7 y 8 afios para cosecharse, aunque puede llegar hasta los
12 anos, por lo que se ha tratado de reducir el tiempo de cosecha por medio de diferentes
practicas agricolas: principalmente, mediante el manejo de la fertilizacién quimica, los riegos
controlados (Martinez-Ramirez et al., 2012; Enriquez-del Valle et al., 2018) y el uso de recursos
biolégicos, como lo son los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) (Montoya-Martinez et al.,
2014; Quinones-Aguilar et al., 2016; Trinidad-Cruz et al., 2017b) y combinacién de fertilizaciones
quimicas y recursos microbianos (Zacarfas-Toledo et al., 2016; Garcia-Martinez et al., 2020).
Generalmente esta especie se propaga mediante la propagaciéon vegetativa de hijuelos
rizomaticos o bulbilos aéreos, siendo estos métodos un potencial movilizador de enfermedades
como Fusarium (Mendoza-Ramos et al., 2021), el cual es uno de los mayores problemas
fitosanitarios que enfrenta el cultivo, esta enfermedad es comunmente conocida como

“marchitez” y es provocada por Fusarium oxysporum (Ramirez-Ramirez et al., 2017; Sierra-Gémez
et al., 2019; Lopez-Bautista et al., 2020; Mendoza-Ramos et al., 2021).

El sintoma caracteristico es la marchitez de las hojas, ocasionado por la destruccion del sistema
radical o bien por el taponamiento de los haces vasculares. En campo, las plantas presentan
clorosis, enrollamiento de los bordes de las hojas, secado de las hojas mas viejas del apice a la
base, pudriciéon extensiva de color marrén en la corona y pudricion de las raices (Ramirez-
Ramirez et al., 2017; Campos-Rivero et al., 2018). En las plantas de vivero no se cuenta con una
caracterizacion de la sintomatologfa de esta enfermedad y su control es principalmente mediante
la aplicacién de productos fingicos foliares a base de cobre, en toda la planta y directamente en
el cogollo y el suelo; sin embargo, es poco efectivo su control, debido a que el problema se
encuentra en la raiz y el fungicida dificilmente llega hasta ellas (Soltero-Quintana, 2002).

Por lo anterior se han buscado otras alternativas de control que sean mas efectivas, ecolégicas y
sustentables, por lo que el uso de microorganismos como biocontrol o bioproteccién es una
opcién prometedora. Se sabe que la utilizacion de HMA puede prevenir el ataque de bacterias
(Zhu & Yao, 2004) y hongos fitopatégenos asociados a las enfermedades que afectan el agave
(Trinidad-Cruz et al., 2014; 2017b) y la prevenciéon de enfermedades mediante el uso de HMA
tiene sus bases en que esta simbiosis da como resultado plantas mejor nutridas y vigorosas, por
la adquisiciéon de nutrientes poco disponibles para las plantas, pero accesibles a los hongos
micortizicos (Riveros-Angarita, 2010; Ujvari et al., 2021).

Existen diversos estudios donde se muestra la efectividad de los HMA como promotores del
crecimiento vegetal y bioprotector contra enfermedades causadas potr Fusarium oxysporum en
diversos cultivos. En gladiolas (Gladiolus grandiflorus), Khalil-Gardezi et al. (2001) mencionan que
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las que son inoculadas con Glomus spp. obtienen un mayor crecimiento vegetativo y tienen un
menor dafo radical ocasionado por Fusarium. Al usar Glomus caledonium y un consorcio de Glomus
spp. y Acanlospora spp. en pepino inoculado con F. axysporum £. sp. cucumerimun, Jun-Li et al. (2010)
reportan un mayor crecimiento y un menor dafio por Fusarium en plantas con HMA. En palma
datilera (Phoenix dactylifera), Jaiti et al. (2007) mostraron la efectividad de Glomus monosporus, G.
deserticola, G. clarum y un consorcio nativo, como promotores de crecimiento y proteccion contra
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis. Particularmente en agavaceas, Trinidad-Cruz et al. (2017b)
reportaron que plantas de Agave cupreata micorrizadas con un consorcio nativo y uno comercial
de HMA e infestados con Fusarinum Oxysporum, mostraron un incremento en el crecimiento de los
agaves micorrizados, ademas de una disminucion de mas del 50 % de severidad de la enfermedad
respecto a agaves sin micorrizacion. Estos autores concluyen que la micorrizacion de agaves con
HMA pueden ser potenciales biofertilizantes y agentes de control biolégico contra la enfermedad.

Es importante evidenciar los efectos positivos de la micorrizacion es bulbilos de agave, ya que
los resultados que se presentan generalmente se realizaron en plantulas provenientes de rizoma
y es necesario establecer si existen diferencias en los efectos dependiendo del origen del material
vegetal y de la utilizacion de consorcios nativos provenientes de plantaciones de agave, por lo
que en este trabajo se evalu6 el efecto de los hongos micorrizicos arbusculares en el crecimiento
y la bioproteccion contra la marchitez causada por Fusarium oxysporum en bulbilos de agave
tequilero bajo condiciones de invernadero. Se espera que la inoculacién con consorcios de HMA
nativos promueva el crecimiento de los bulbilos y disminuya o reduzca el dafio ocasionado por
Fusarium oxysporum.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron bulbilos florales de Agave tequilana Weber var. azul, recolectados de plantas adultas
sanas de una parcela de agave de la zona de denominacién de origen del tequila del municipio
Guadalajara, Jalisco, México, de aproximadamente de tres meses de edad. Las plantas
seleccionadas tuvieron condiciones morfologicas homogéneas y, en promedio, los bulbilos
tuvieron una altura de 97 mm, un didametro de pifia de 22 mm, 4 hojas y peso promedio de 13 g;
ademis, los bulbilos no tenian sistema radical, este lo comenzaron a desarrollar al momento del
trasplante.

Hongos micorrizicos arbusculares

Se utilizaron dos fuentes de HMA, un consorcio micorrizico nativo de la zona mezcalera de
Michoacan, BN, donde las esporas se obtuvieron de cultivos trampa en propagacion con sorgo
(Sorghum spp.). Este indculo contenia esporas de Acanlospora denticulata, Acanlospora scrobiculata,
Acaulospora spinosa, Claroideoglomus etunicatum, Diversispora aurantia y Glomus deserticola (Ttrinidad-
Cruz, etal., 2017a), y el otro HMA fue un inoculo comercial (presentacién en polvo) que contenia
solo esporas de Rhizophagus intraradices (Ri), en ambos casos se inocularon 100 esporas por bulbilo
y para inocular la cantidad de esporas requeridas se realiz6 el conteo de esporas del consorcio y
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del in6culo comercial, tomando 10 g de suelo seco para extraer las esporas mediante la técnica
de tamizado humedo, decantaciéon (Gerdemann y Nicolson, 1963) y centrifugacion con sacarosa
al 50% (Brundrett et al., 1996) por triplicado. Las esporas fueron contadas en un
estereomicroscopio (VE-S6, Velab®) y se tomaron 15 g para inocular con 100 esporas de HMA
port bulbilo de agave para el consorcio, 2,5 g para el inéculo comercial y para el testigo sin HMA
se inoculé con 10 g de arena esterilizada, para que todos los bulbilos tuvieran el mismo manejo.

Obtencién del indculo de Fusarium oxysporum

La cepa de F. oxysporum fue proporcionada por el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologfa y Disefio del Estado de Jalisco. Esta cepa
fue aislada de plantas de A. feguilana con sintomas de marchitez (Qui-Zapata et al., 2011). Para
obtener el inéculo de F. oxysporum, se partié de un cultivo de conservacion de la cepa de la cual
se realiz6 una transferencia de micelio y para su reactivacion se llevé a cajas de Petri con medio
de cultivo PDA estéril (121 °C, 1,05 kg cm™, 20 min) (Ttinidad-Cruz et al., 2017b). Estas se
incubaron en oscuridad durante dos dias a 27 °C £ 1 °C, después a 12/12 h de luz/oscuridad
durante cinco dfas. Posteriormente, se recolectaron las esporas agregando 15 mlL de agua
desionizada estéril (20 min a 121 °C), a las cajas Petri y con un pincel esterilizado se hizo un
barrido sobre la superficie; finalmente, se recuperé el agua destilada con las esporas con una
micropipeta. la concentraciéon de esporas se ajusté a 1 X 10° esporas mL' con un
hematocitémetro y la suspension de esporas se almacend en tubos de 50 mL a 4 °C hasta su uso.

Obtencion del sustrato infestado con Fusarium oxysporum

Para el sustrato con el inoculo de F. oxysporum se utilizé una mezcla de sustrato (arena, suelo,
materia organica y vermiculita 30:50:5:15 v/v), con hojuelas molidas de avena y agua en
proporciones 20:2:4 v/v, todo esterilizado (1 hora a 121 °C). Por cada 200 g de sustrato, se
inocularon 500 pLL de la suspension de esporas diluidos en 9,5 mL de agua desionizada estéril
(20 min a 121 °C), se incubo el sustrato inoculado con F. axysporum en oscuridad a temperatura
ambiente durante 20 dias, mezclando el sustrato cada tercer dia, se realizé un conteo de las
unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de sustrato y se diluy6é con sustrato estéril
para tener una concentracién de 1,5 X 10* propagulos g de sustrato.

Micorrizacion del agave

Los bulbilos de agave previamente desinfectados (cloro al 3 % por 10 min y luego enjuagados
tres veces con agua destilada por 5 minutos) se plantaron en macetas de plastico con capacidad
de 250 g que contenfan 200 g de una mezcla estéril (1 hora a 121 °C) de arena, suelo (suelo
agricola proveniente de una parcela experimental del Instituto de Investigaciones Agropecuarias
y Forestales, Tarimbaro, Michoacan, México), materia organica (vermicomposta comercial) y
vermiculita en proporciones 30:50:5:15, respectivamente. Al momento de plantar los bulbilos de
A. tequilana, se colocaron 100 esporas viables de los indculos utilizados en el agujero de siembra;
para el caso del consorcio, se pesaron 15 gramos del medio donde se contenian los diferentes
HMA que conformaban este (arena de rio) y para el caso del inéculo monoespecifico, se pesaron
2,5 gy el tratamiento sin HMA fue inoculado con 5 gramos de arena estéril, de modo que todos
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los bulbilos tuvieran el mismo manejo. Una vez inoculados, los agaves se mantuvieron en
condiciones de invernadero (temperatura y humedad relativa promedio de 26,4 °C = 4 °Cy 47 %
+ 3%, respectivamente) durante cuatro meses, con riegos a capacidad de campo con agua
desionizada, cada vez que fuera necesario.

Determinacién de crecimiento de agaves antes de la infeccion con F. oxysporum

Para evaluar la promocion del crecimiento de los bulbilos de A. zeguilana, previo a la infeccion
con Fusarium oxysporum, se utiliz6 un disefo completamente al azar donde se evaluaron tres
tratamientos de HMA, el consorcio nativo BN, el in6culo comercial a base de Rhigofagus intrarddices
(Ri) y un control sin micorriza. Se tomaron cinco y tres repeticiones para los tratamientos
inoculados con HMA y sin HMA, respectivamente, donde cada planta representé una unidad
experimental. A los cuatro meses después de la micorrizacion, se evalud el nimero de hojas
mediante el conteo de estas, el didmetro de la pifia con un vernier digital, la altura de la planta
con un flexémetro, la biomasa fresca total con una balanza analitica y la colonizacion de las raices
de agave con los HMA. Para esto se realiz6 primero el clareo y la tincién de raices mediante la
técnica de Phillips y Hayman (1970), se montaron segmentos de raices en portaobjetos y se
observaron en microscopio Optico las estructuras caracteristicas de micorrizacién como esporas,

vesiculas, arbusculos e hifas. Posteriormente, se cuantificé la colonizacién mediante el método
de McGonigle et al. (1990).

Determinaciéon del crecimiento de agaves infectados con Fusarium oxysporum y
biocontrol por la micorrizacion

Los bulbilos de A. fequilana micorrizados durante cuatro meses fueron trasplantados con su
cepellén a bolsas de polietileno negras de 2 kg de capacidad rellenas con el sustrato infestado
con F. oxysporums; mientras el grupo de las plantas control (sin HMA) fue trasplantado al mismo
sustrato pero sin el patégeno y todas las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero
y se regaron dos veces por semana con agua desionizada. Después de 90 dias (330 dias después
del establecimiento inicial), se realizé6 un muestreo destructivo donde se evalud el nimero de
hojas, el volumen de la raiz y su parte aérea (mediante la técnica de desplazamiento en agua), la
biomasa fresca de rafz y su parte aérea (balanza analitica) y el grado de severidad ocasionado por
F. oxysporum.

Para esto utilizé6 un disefio experimental factorial de 3 X 2 completamente al azar con diez
repeticiones por tratamiento, donde se generaron seis tratamientos de la combinacién de los tres
niveles del factor micorriza (BN, Ri y sin HMA) y dos niveles del patégeno (con F. oxysporum y sin
F. oxysporum); la unidad experimental fue una planta de .A. fequilana por bolsa. Para la variable
severidad, se generé una escala ordinal de severidad patogénica (figura 1) a partir de un
experimento previo, donde se caracterizé el nivel y el avance del dafio ocasionado por F.
oxysporum en plantas jovenes de Agave tequilana.

La escala conté con cinco niveles de enfermedad donde: el nivel 1 correspondi6 a la planta sana
(asintomatica); el nivel 2 muestra el inicio de la enfermedad (hojas con enrollamiento); en el nivel
3 se observa el avance medio de la enfermedad (hojas con enrollamiento, puntas necrosadas,

Cienc. Tecnol. Agropecnaria, 24(1): e3043
DOTL: https://doi.org/10.21930/rcta.vol24_num1_art:3043


https://doi.org/10.21930/rcta.vol24_num1_art:3043

Evangelina Esmeralda Quifiones-Aguilar., et al. Inoculacién de bulbilos de Agave tequilana

clorosis); en el nivel 4 se observa un avance severo (la mayoria de las hojas con sintomas de
marchitez, casi a la mitad de la hoja) y el nivel 5 correspondi6 a la planta muerta (hojas totalmente
necrosadas y marchitas) (figura 1).

Figura 1. Escala de severidad de la marchitez provocada por F. oxysporum en bulbilos de Agave
tequilana

Notas aclaratorias: a) nivel de severidad 1, b) nivel de severidad 2, ¢) nivel de severidad 3, d) nivel
de severidad 4.

Fuente: Elaboracién propia
Analisis estadisticos

En ambos ensayos, el analisis de los datos cuantitativos fue mediante un analisis de varianza de
una via para el primer caso (antes de la inoculacion con Fusarium oxysporum) y de dos para el
segundo (después de la infeccion con Fusarium oxysporum), cuando el analisis mostré un efecto
significativo (P < 0,05), se procedio a la prueba de comparacién maltiple de medias con la prueba
de Tukey (P < 0,05). Paralos datos cualitativos, se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis e intervalos
de confianza de la mediana, ambos con una P < 0,05, donde todos los analisis se realizaron con
el paquete estadistico SPSS.
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Resultados y discusion

Efecto de los HMA como promotores de crecimiento previo a la infestacion con Fusarium
oxysporum

El analisis estadistico de las variables evaluadas a los 120 dias de micorrizados los bulbilos mostré
un efecto significativo (P < 0,05) de los diferentes HMA sobre las variables de crecimiento
medidas, a excepcion del diametro de la pifia (tabla 1).

Tabla 1. Efecto de los HMA sobre variables de crecimiento vegetal y la colonizacién micorrizica
en plantas de agave bajo condiciones de invernadero a los 120 dias después de la inoculacion

Inéculo NH DP A BFT CM

HMA (mm) (mm) ®) (%)
BN 810,52 241 +20a 152,6 = 28,3 a 370X 342 30,7+ 3,12
Ri 6x10b 2251082 143,6 £ 16,2 a 3221392 26,1 £6,12a
Sin HMA 6x10b 240+ 26a 116,6 £ 17, 7b 230+£36Db 0,0 £0,0b

Notas aclaratorias: HMA: hongo micorrizico arbuscular; BN: Barranca de las Nueces; Ri:
Rizophagus intraradices; A: altura; DP: diametro de la pifia; NH: nimero de hojas; BFT: biomasa fresca
total y CM: colonizacién micorrizica; valores medios de N = 10 & desviacion estandar y diferentes
letras en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0,05).

Fuente: Elaboracién propia

Las plantas que se trataron con alguno de los in6culos micorrizicos aumentaron su tamaflo
significativamente respecto a las plantas sin inocular, siendo los bulbilos inoculados con el
consorcio nativo BN los que obtuvieron el mayor crecimiento. En promedio, tuvieron dos hojas
mas y un incremento del 31 % y el 61 % en su altura y biomasa fresca total respecto a los bulbilos
no micorrizados, respectivamente. Asimismo, al determinar la ganancia por el efecto micortizico
para las variables de crecimiento, se encontré que las plantas que fueron inoculadas con algun
inéculo de HMA, en promedio incrementaron su altura en 30 mm (figura 2A). Para el nimero de
hojas, los agaves micorrizados con el consorcio BN desarrollaron cuatro hojas mas que los agaves
con Ri y sin HMA que solo desarrollaron dos (figura 2B) y la ganancia en biomasa fresca de los
agaves inoculados aumenté en promedio un 40 % respecto a los no micorrizados (figura 2C).

Cienc. Tecnol. Agropecnaria, 24(1): e3043
DOTL: https://doi.org/10.21930/rcta.vol24_num1_art:3043


https://doi.org/10.21930/rcta.vol24_num1_art:3043

Evangelina Esmeralda Quifiones-Aguilar., et al. Inoculacién de bulbilos de Agave tequilana

70 -
60
50
40

30 A

Altura (mm)

20

10

INCREMENTO
Namero de Hojas

30 -

25

15

10

Biomasa FrescaTotal [g]

BN Ri S5in HMA

Hengo Micorrizico Arbuscular

Figura 2. Incremento en altura (A), nimero de hojas (B) y biomasa fresca total (C) por efecto
de la inoculacién con HMA en bulbilos de Agave tequilana a los 120 dias de micorrizacion

Notas aclaratorias: HMA: hongo micorrizico arbuscular; BN: Barranca de las Nueces y Ri:
Rizophagus intraradices; barras con letras distintas indican diferencia significativa (P < 0,05).
Fuente: Elaboracién propia

La respuesta en el crecimiento de plantas a la micorrizaciéon es muy diversa, algunos autores
mencionan efectos positivos en variables morfolégicas (Cozzolino et al., 2021), otros mas
reportan efectos negativos o nulos en este sentido (Smith & Smith, 2012). De manera particular
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en agavaceas, Pimienta-Barrios et al. (2009), evaluando Glomus fascicutatum y Glonus intraradices en
plantas jovenes de Agave tequilana, no encontraron diferencia en la longitud y el ancho de las
hojas respecto a plantas sin micorrizar. Por su parte, Ruiz et al. (2011), en plantas z vitro de A.
tequilana inoculadas con R. intraradices, mencionan que tuvieron los mismos valores en el numero
de hojas, la altura de planta y el peso fresco y seco, respecto a plantas sin micorrizar, evaluados
alos 263 dias después de la inoculacion. Al respecto, Johnson et al. (1997) y Smith y Smith (2012)
mencionan que, en algunos casos, el hongo puede estar actuando como un parasito, tomando el
carbono de las plantas y aportando poco beneficio a las mismas, lo que se refleja en un
crecimiento igual o menor a las plantas sin hongos micorrizicos. Asimismo, la selectividad
hongo-planta puede estar influyendo en este caso de no promociéon (Robles-Martinez et al., 2013;
Quifiones-Aguilar et al., 2010).

En contraste, Robles-Martinez et al. (2013), trabajando con A. angustifolia micorrizados con
diferentes hongos micorrizicos nativos, encontraron diferencias significativas en el peso seco del
follaje respecto a plantas sin micorrizacién; Ruiz et al. (2011) reportan incrementos significativos
en la biomasa fresca y seca de A. fequilana micorrizados con Glomus intraradices; Santiz-Goémez et
al. (2020) reportaron un incremento en la acumulacién de azucares y un mejor desarrollo de A
grivalvensis inoculado con G. fasciculatum; Montoya-Martinez et al. (2019) reportaron un
incremento significativo en biomasa fresca, area foliar, nimero de hojas, entre otras variables en
plantas de A #equilana inoculadas con consorcios nativos aislados de rizosfera de A cupreata y los
mismos resultados fueron reportados por Quifiones-Aguilar et al. (2016) en .A. inaequidens,
Trinidad-Cruz et al. (2017b) en A. cupreata y Garcia-Martinez et al. (2020) en agave tobala (Agave
potatornm Zucc) y agave coyote (Agave spp.), utilizando inéculos comerciales a base de esporas
del género Glomus.

La promocion en el crecimiento se ha atribuido a varios procesos, como el incremento en la tasa
fotosintética y una mayor absorcioén de agua y nutrientes debido a la actividad que realizan las
hifas del hongo micorrizico al actuar como una extension del sistema radicular de las plantas
(Fernandez-Lizarazo & Moreno-Fonseca, 2016; Vallejos-Torres et al., 2021), considerado este
como el principal beneficio de los hongos micorrizicos (Quifiones-Aguilar et al., 2014). En
nuestro caso, el incremento en las variables de crecimiento, evaluadas a los 120 dias de inoculadas
las plantas, pudo deberse al aumento en la fotosintesis de las plantas y al beneficio de la mejora
en la absorcién de agua por parte de las hifas, ya que las raices de las plantas presentaron una
colonizacion del 28 %. Cui y Nobel (1992) reportaron una mayor tasa de absorciéon de CO; en
plantas de .4 deserts micorrizadas, lo cual se reflej6 en plantas mas grandes.

Con respecto a la colonizacién micortizica, no se encontrd diferencia significativa entre los
agaves micorrizados con los diferentes HMA utilizados en este trabajo y en promedio se obtuvo
una colonizacion del 28 %. Estos valores son relativamente bajos comparados con otras especies
de agave, donde Robles-Martinez et al. (2013) reportan porcentajes de colonizacion del 35 % en
plantas de Agave angustifolia, Zacarias-Toledo et al. (20106) del 73 % en A americana inoculados con
G. fasciculatum y Santiz-Goémez et al. (2020) del 93 % en A. grivalvensis, inoculadas con Glomus
Fasciculatum. En A. tequilana, Pimienta-Barrios et al. (2009) reportan porcentajes de colonizacion
en hijuelos superiores al 70 % cuando fueron micorrizados con Glomus fasciculatum y mayores al
59 % cuando se micorrizaron con Glomus intraradices. En Agave inaequidens, Quifiones-Aguilar et
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al. (2016) reportan porcentajes de colonizacion del 20 al 45 % cuando fueron inoculados con
consorcios nativos de HMA. Particularmente en Agave tequilana, Montoya-Martinez et al. (2019)
reportaron porcentajes de colonizacion en promedio del 45 % cuando fueron inoculados con
consorcios nativos de HMA aislados de rizosfera de Agave cupreata.

Los valores relativamente bajos de colonizaciéon en nuestro trabajo pueden ser debido,
primeramente, al origen del material vegetal, pues se tienen reportes que en agavaceas
dependiendo si es de hijuelos de rizoma o bulbilos (aéreos), dado que la colonizacién es distinta.
En A. angustifolia se reporta que la colonizacion para el caso de hijuelos fue del 27,7 % y para
bulbilos del 32,8 % (Robles-Martinez et al., 2013). Estos autores mencionan que la diferencia de
colonizacién entre bulbilos e hijuelos no es del todo clara y, dependiendo de su origen, sera la
respuesta en el crecimiento cuando se encuentre micorrizada. En A. angustifolia, los hijuelos
tienden a incrementar su biomasa y formacion de nuevas hojas, mientras que los bulbilos aéreos
tienden a incrementar su altura, como fue en nuestro caso.

Es necesario realizar trabajos donde se pueda corroborar lo anterior para el caso de A. tequilana
y poder aclarar si la colonizacion de bulbilos aéreos es menor que en hijuelos rizomaticos. Otra
raz6n en los bajos porcentajes de colonizacioén podria ser por la selectividad planta-hongo o el
tiempo en que se determind la colonizacion, ya que al ser plantas de lento crecimiento, se
necesitan tiempos mas prolongados para alcanzar el maximo de colonizacién, sin embargo, los
agaves micorrizados con el consorcio BN obtuvieron una mayor produccion de hojas, esto en
estas especies de lento crecimiento podria resultar una ventaja durante su desarrollo ya que al
contar con una mayor superficie foliar, tendran una mayor cantidad de produccién de
fotoasimilados, los cuales podran ser utilizados posteriormente durante su crecimiento y que
podria comprobarse parcialmente, de alguna manera, con la biomasa fresca total, que en el caso
de estas plantas obtuvieron un 61 % mas biomasa que los agaves sin micorrizacion.

Una posible causa de por qué las plantas inoculadas con BN incrementaron su biomasa es porque
este inéculo esta conformado por varias especies de hongos micorrizicos y se sabe que la
promocién en el crecimiento de especies micorrizadas es mejor cuando se utilizan consorcios en
lugar de in6culos no especificos, ademds que son mejores los consorcios cuando son de especies
nativas o de rizosfera de especies de la misma familia o género de la especie a micorrizar
(Quifiones-Aguilar et al., 2016; Chimal-Sanchez et al., 2018; Vallejos-Torres et al., 2021). La
raz6n de esto puede deberse a la complementariedad funcional o el sinergismo de las diferentes
especies de hongos micorrizicos presentes en los consorcios (Garcia-Martinez et al., 2020).

Efecto de los HMA como promotores de crecimiento y biocontrol contra Fusarium
oxysporum

A los 210 dias de establecidas las plantas de agave, se realizé un analisis de varianza factorial,
considerando como factores la micorrizacion y la inoculacion al sustrato con Fusarium oxysporunm.
Los resultados del analisis de las variables evaluadas a esta fecha de muestreo mostraron solo
efecto significativo para el factor de micorrizacion (P < 0,05), por lo que se procedié a la
comparacion de medias solo considerando este factor para el crecimiento de los agaves (tabla 2).
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Tabla 2. Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares sobre las variables de crecimiento
vegetal en bulbilos de Agave fequilana, bajo condiciones de invernadero, a los 210 dias después de
la inoculacién

Inéculo NH VR VH vT BFR BFH
BN 12+22 132+46b 1375+134b 1507 £161b  194+52a 1516 191b
Ri 11422 205+142 167.0+1642 187512022  209+57a 1668+ 2432

SinHMA 12+ 1a 192+35ab 150,0 £ 16,4ab 169,1 £ 20,3 ab 20,8+ 33a 158,8 £ 233 b

Notas aclaratorias: HMA: hongo micorrizico arbuscular; BN: Barranca de las Nueces; Ri:
Rizophagus intraradices; NH: numero de hojas; VR: volumen de raiz; VH: volumen de hoja; VT:
volumen total; BFR: biomasa fresca de raiz; BFF: biomasa fresca foliar; Total de valores medios
de N = 10 £ desviaciéon estandar y diferentes letras en cada columna indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (P = 0,05).

Fuente: Elaboracion propia

El analisis estadistico mostré efecto significativo para el volumen de raiz, hoja y total y la biomasa
fresca de hoja. El mayor crecimiento se alcanzé en los agaves micorrizados con Ri, aunque para
algunas variables no se obtuvieron diferencias significativas respecto a plantas sin micorrizacion
o micorrizadas con el in6culo BN. Para las variables de numero de hojas y biomasa fresca de raiz,
en promedio los agaves tuvieron 12 hojas y su raiz pesé 20 gramos (tabla 2). Respecto a la
biomasa fresca total, los agaves que fueron micorrizados con Ri, resultaron ser estadisticamente
superiores a los agaves inoculados con el consorcio BN y sin micorrizar, que resultaron ser
estadisticamente iguales entre si (figura 3). En promedio, los agaves micorrizados con Ri
incrementaron su biomasa un 12 % respecto a los demads tratamientos.

200 -

A

160 -

140

Biomasa FrescaTotal (g)

100 -

Ri Sin HM A

Hongo Micorrizico Arbuscular

Figura 3. Efecto de la inoculaciéon con HMA en bulbilos de Agave tequilana a los 210 dias después
de la inoculacion

Notas aclaratorias: HMA: hongo micorrizico arbuscular; BN: Barranca de las Nueces y Ri:
Rizophagus intraradices; las barras con letras distintas indican diferencia significativa (P < 0,05).
Fuente: Elaboracion propia
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Se pudo observar que el efecto promotor inicial (a los 120 dias de micorrizacioén) que presentaron
las plantas micorrizadas respecto a las no micorrizadas se fue perdiendo, pues en la mayoria de
las variables evaluadas los valores de estas resultaron estadisticamente similares. Varias pueden
ser las causas de este efecto, en primer lugar, el patégeno utilizado para este trabajo (F. oxysporum)
ataca principalmente la rafz (Avila-Miranda et al., 2010; Trinidad-Cruz et al., 2014; Ramirez-
Ramirez et al., 2017), lo que podtia ser que el ataque haya dafiado el sistema radicular de los
agaves y se disminuyera el beneficio de la micorrizacién en el crecimiento de la planta. Por otro
lado, se ha planteado en algunos trabajos donde se inoculan plantas con patégenos y que esto
implique un cambio de recipiente (maceta de mayor tamafio) que se haga una reinoculacién con
HMA para seguir favoreciendo la competencia entre microorganismos, ademas de que al
momento de pasar la planta a un recipiente mayor se reduce el estrés mecanico, permitiendo una
mayor penetracion de agua (Ruiz et al., 2011), ademas de que haya una produccion de raices que
requieran ser colonizadas y puedan explorar el nuevo volumen.

A esta fecha de muestreo, las plantas micorrizadas con el consorcio nativo BN resultaron tener
un crecimiento estadisticamente similar a las plantas sin micorrizar. Esto podria sugerir que la
infestacion con Fusarium oxysporum pudo haber dafiado el sistema radicular de estas plantas y
verse reflejado en una disminucién de nutrientes y agua, lo cual disminuirfa el crecimiento y que
parcialmente se puede explicar con los valores de volumen de raiz, el cual en estas plantas fue el
mas bajo, con un 36 %, respecto a las que en promedio obtuvieron las plantas micorrizadas con
Ri y sin micorrizar.

La mayor ganancia de crecimiento en las plantas micorrizadas con Ri pudo deberse a la
selectividad entre la especie de hongo especifica de este inéculo y la planta. En trabajos con
agave inoculado con HMA, es reportado un mayor crecimiento cuando fue inoculado con
especies de Rhizophagus respeto a otras. En el in6culo Ri, la especie dominante son los HMA del
género Rhizophagns y ademas se sabe que la colonizacion es distinta entre los diferentes géneros
y especies de HMA.

Respecto al efecto bioprotector de la micorrizacion contra Fusarium oxysporum, el analisis
estadistico realizado no mostr6 efecto en ninguno de los tratamientos evaluados. Todas las
plantas inoculadas con el patégeno mostraron algin nivel de dafio y las plantas micorrizadas, en
general, presentaron hojas con enrollamiento, puntas necrosadas y pérdida del color verde en el
60 % de las hojas que, de acuerdo a la escala generada, presentaron un nivel tres de severidad,;
mientras que las plantas sin micorrizar presentaron la mayorfa de las hojas con sintomas severos
de marchitez, casi a la mitad de la hoja (80 %) que, de acuerdo a la escala generada, presentaron
un nivel cuatro. El hecho de que no se observara un efecto bioprotector de los HMA ante el
patégeno pudo deberse a varias circunstancias, por ejemplo, este patégeno afecta la rafz y no en
el tejido foliar. Trinidad-Cruz et al. (2014) realizaron pruebas de patogenicidad con plantas de
Agave cupreata micorrizadas e infestadas a 90 dias con Fusarium oxysporum y reportaron que las
plantas con y sin micorrizacion presentaron el mismo nivel de severidad foliar y que los agaves
micorrizados mostraron un menor dafio en sus rafces.

En este trabajo, solo se consider6 el dafio a las hojas, lo cual ante lo mencionado anteriormente
podria suponerse que el control se manifest6 en la rafz. En nuestro caso, el volumen radical de
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plantas micorrizadas con Ri fue similar a plantas sin inocular, sin embargo, el hecho de que estas
plantas estuviera micorrizadas pudo ocasionar que tuvieran una mejor resistencia a la
enfermedad, hecho que se pudiera reflejar en que estas plantas resultaron con la mayor ganancia
en biomasa fresca. La efectividad del control de patégenos del género Fusarium en plantas usando
HMA se ha reportado previamente, Jaiti et al. (2007) evaluaron la efectividad de los HMA contra
la marchitez causada por F. oxysporum y la induccion de algunas reacciones bioquimicas
relacionadas con la defensa de las plantas en palma datilera.

Estos autores reportaron que los HMA indujeron cambios en la actividad de enzimas relacionadas
con la defensa de la planta cuando estas eran infectadas por el fitopatdégeno. Kapoor (2008)
realiz6 un experimento de bioprotecciéon por HMA en tomate utilizando 10 mL de una suspension
de esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici, a una concentracion de 2,8 X 10° esporas mL™" y
report una reduccion de la enfermedad del 75 % en plantas inoculadas, respecto a plantas sin
inoculaciéon. Estos trabajos muestran que los HMA si manifiestan un efecto de bioproteccion
contra patégenos como Fusarium oxysporum, aunque esto no se pudo encontrar totalmente en
este trabajo.

El bajo porcentaje de colonizacion (30 %) en nuestro caso pudo haber favorecido mayores sitios
de infeccion para el patégeno, ademas que los agaves pudieron tener una nutricién no adecuada,
lo cual facilitarfa el establecimiento del hongo y el desarrollo de la enfermedad. Se sabe que
plantas poco nutridas limitan su crecimiento y son mas susceptibles al ataque de plagas y
enfermedades (Enriquez del Valle et al., 2018).

Conclusiones

Se observé un incremento en el crecimiento en los bulbilos de agave cuando se inocularon con
HMA, previo a la infeccién con el patégeno Fusarium oxysporum. Ademas, no se encontraron
diferencias significativas en las variables evaluadas en los agaves después de 100 dias de estar
infestados con Fusarium oxysporum. Respecto al dafio ocasionado por Fusarium, el analisis
estadistico no mostré diferencia significativa entre bulbilos de agave micorrizados y sin
micorrizar, todos los bulbilos mostraron un nivel de dafio, indicando que no se presentd un
efecto de bioproteccién contra el patégeno a nivel foliar; sin embargo, pudo identificarse un
cierto control en agaves micorrizados, ya que las raices de agaves micorrizadas con el inoculo Ri,
presentaron un mayor crecimiento respecto al control, lo que podria indicar que el posible
control puede ocurrir a nivel radicular. Es necesario continuar realizando investigaciones sobre
el biocontrol de enfermedades utilizando recursos microbianos, pues, aunque en este trabajo
estadisticamente no se encontré control contra la enfermedad en la sintomatologia foliar, el
control pudo estar a nivel radicular.
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