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Resumen

Agave americana var. Oaxacensis Gentry es una especie longeva que tarda aproximadamente 20
afios en llegar a su etapa reproductiva. En Oaxaca, México, esta especie se usa como materia prima
para elaborar la bebida destilada mezcal. Para incrementar el area de cultivo con esta especie, se
propone propagarla in vitro, en complemento a los métodos de propagacion convencionales. Las
plantas micropropagadas deben pasar por un periodo de aclimatacion, pero se desconocen las
condiciones ambientales de adaptacion, tales como el sustrato y abastecimiento de nutrientes las
cuales afectan la sobrevivencia y magnitud de crecimiento de las plantas. El objetivo de la
investigacion fue evaluar las caracteristicas morfolégicas de plantas micropropagadas de A.
americana var. Oaxacensis que se sometieron a prueba de diferentes mezclas de sustratos: turba-
arena: 33.3%+66.6% v/v, 66.6%+33.3%, v/v 75%+25% v/v; asi como, el abastecimiento de
nutrientes mediante fertirriego con diluciones 0, 50 y 100% de la formulacién de Steiner, durante
290 dias de su aclimatizacion para lo que se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo
factorial, al término de este periodo, de un total de 135 plantas, el 100% de éstas sobrevivid. Las
plantas que alcanzaron mayor tamarfio tuvieron las siguientes caracteristicas: 5.5-5.6 hojas, la hoja
mayor de 17.7 a 18.2 cm de longitud, 2.4 a 2.5 cm de ancho, el tallo de 2.4 a 2.5 cm de didmetro,
y correspondieron a las establecidas en sustrato con 66.6% turba+ 33.3% arena v/v 0 75% turba
+25% arena v/v, y que ademas se fertirrigaron. Las plantas fertirrigadas con solucion nutritiva al
100% lograron tamafio mayor que las plantas irrigadas con solo agua.
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Introduccion

La mayor parte de las especies de agave que se establecen en plantaciones comerciales, A.
tequilana. A. sisalana, A. fourcroydes y A. angustifolia, se propagan convencionalmente por
métodos asexuales, por ejemplo: hijuelos de rizoma o los que se originan de las hojas de las rosetas
(hijuelos intrafoliares) que se desarrollan cuando se separan de la planta madre o ésta muere (Nobel,
1998; Garcia-Mendoza, 2007), ademas existen los bulbilos que se originan a partir de yemas
vegetativas en la inflorescencia, su desarrollo se induce cuando ocurre la abscision o corte de los
botones florales (Arizaga y Ezcurra, 1995).

Desde principios de la década de los 1980’s en diversos paises y particularmente en México se
realizan investigaciones para la propagacion in vitro de agaves (Arizaga y Ezcurra, 1995) por lo
que se han podido describir las condiciones de manejo que se sugieren en cada etapa del proceso
de micropropagacion (Dominguez et al., 2008; Enriquez-del Valle, 2008), como una alternativa
complementaria y no excluyente de los métodos convencionales. Actualmente se tienen reportes
sobre la propagacion in vitro de A. tequilana (Santacruz-Ruvalcaba et al., 2008), A. angustifolia
(Enriquez-del Valle, 2008; Arzate-Fernandez et al., 2016), A. inaequidens Koch (Aureoles-
Rodriguez et al., 2008), Agave fourcroydes Lem (Garriga et al., 2010), Agave cocui (Gonzalez
etal., 2012), Agave grijalvensis (Santiz et al., 2012), Agave sisalana (Carneiro-dos Santos et al.,
2014). Sin embargo, hay otros agaves con valor bioldgico-social que han sido poco estudiados,
como el Agave americana var. Oaxacensis Gentry, que es una especie endémica de México, que
en Oaxaca es utilizada para la obtencion de fibras duras (Palma-Cruz, 2000) y para la elaboracion
de la bebida destilada denominada mezcal (Garcia-Mendoza, 2011). La produccién de esta
bebida usando como materia prima la especie mencionada, es limitada debido a que hay pocos
ejemplares los cuales tardan hasta 20 afios en llegar a la etapa de madurez para su cosecha.

Por lo que los agricultores han preferido propagar otras especies de ciclo reproductivo mas corto,
tal como el Agave angustifolia, que se cosecha entre los siete y nueve afios de cultivo (CONABIO,
2006). En vista de lo anterior, para responder al interés por establecer plantaciones de esta especie,
se sugiere aplicar la técnica de cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro para su propagacion
en gran escala, pero también con fines de conservacion, y aprovechamiento sustentable.

La técnica de cultivo de tejidos vegetales consiste en la produccidn intensiva de plantas en grandes
cantidades, genéticamente homogéneas, en condiciones controladas de laboratorio y en espacios
pequefios donde es posible manipular el material vegetal durante todo el afio (George y Debergh,
2008). El proceso se realiza en secuencia de varias etapas: 1) seleccion del germoplasma o material
vegetal; 2) establecimiento de cultivos asépticos; 3) multiplicacion de propagulos; 4) enraizado de
brotes en preparacion para su trasplante a suelo; y 5) aclimatizacién de las plantas (George y
Debergh, 2008; Enriquez-del Valle, 2008).

La etapa cuatro se considera de gran importancia porque es cuando las plantulas se transfieren de
las condiciones in vitro a contenedores con sustratos y condiciones de invernadero, para promover
gue ocurran cambios graduales en su morfologia y metabolismo, en el trascurso de 40 a 90 dias, en
preparacion para su trasferencia posterior a vivero y campo. En el caso de los agaves se han
desarrollado metodologias de micropropagacion; sin embargo, a pesar de que se han establecido
los procedimientos generales del cultivo de tejidos vegetales, es necesario determinar los
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requerimientos especificos de propagacion in vitro en cada especie. Ademas, de evaluar el
desempefio de las plantas micropropagadas en las etapas posteriores de aclimatacion, invernadero
y cultivo en campo (Enriquez-del Valle et al., 2016).

En algunos estudios sobre la aclimatizacion de plantas de agave micropropagadas se ha demostrado
en A. tequilana (Crespo-Gonzalez et al., 2013) y A. potatorum Zucc. (Enriquez-del Valle et al.,
2016) que logran mayor crecimiento cuando reciben abastecimiento adecuado de nutrimentos, ya
sea mediante soluciones nutritivas o incorporando fertilizantes minerales a los sustratos,
comparadas con plantas que no reciben fertilizacion. Sin embrago, Para A. americana var.
Oaxacensis no existen antecedentes al respecto, por lo que el objetivo del estudio fue evaluar el
crecimiento y desarrollo de las plantas micropropagadas de Agave americana. var. Oaxacensis
Gentry como respuesta a diferentes condiciones de sustrato y dosis de fertirriego durante su a
climatizacion en invernadero.

Materiales y métodos

Obtencidn de plantas

La investigacion es continuacién del trabajo de Cruz-Garcia et al. (2017), que se realiz6 en el
laboratorio de cultivo de tejidos vegetales e invernaderos del Instituto Tecnoldgico del Valle de
Oaxaca, ubicado en Nazareno, Xoxocotlan, Oaxaca. Las plantas de A. americana. var. Oaxacensis
que se utilizaron, se obtuvieron mediante la formacion de brotes a partir de tejido de tallo y su
enraizado posterior in vitro; tenian en promedio 6.75 hojas, 5 raices y su hoja mas larga tenia 9.78
cm de longitud y 0.64 cm de ancho. Se trasplantaron a macetas de polietileno con capacidad de
171 cm?, que contenian diferentes sustratos.

Estos consistieron en mezclas de turba y arena en diferente proporcion (33.3-66.6%, 66.6-33.3%,
75-25%) en relacion a su volumen. Su aclimatizacion se realizé en una casa sombra tipo capilla,
de 5.5 m de ancho, 12.1 m de longitud, 3.5 m de altura, con estructura metalica, techado de lamina
acanalada traslucida y cubiertas laterales de polietileno traslicido, con radiacion solar disminuida
al 40%, temperatura de 14 a 28 °C, humedad relativa alta 80-90%. Las plantas se mantuvieron
durante 45 dias en estas condiciones, recibiendo una vez por semana 10 mL de la solucién universal
Steiner (1984), diluida al 10% de concentracion. Posteriormente, a partir del dia 46, las plantas se
trasladaron a un segundo invernadero donde fueron expuestas a mayor radiacion solar, temperatura
entre 15y 38 °C, y humedad relativa entre 30 y 50%, en estas condiciones estuvieron hasta el dia
270, durante este tiempo la aportacién de la solucién nutritiva se aplicé a nivel de sustrato tres
veces por semana, de acuerdo con los tratamientos establecidos.

Disefio experimental y analisis de datos

El experimento, se establecid de acuerdo con un disefio completamente al azar con arreglo factorial
3 x 3, en donde: 1) el factor sustrato se establecié en tres niveles: a) turba+arena en mezcla
33.3+66.6% v/v, turba-arena en mezcla 66.6+33.3% v/v, turba+arena en mezcla 75-25% v/v y, 2)
el factor tipo de riego también se establecié en tres niveles (agua y solucion nutritiva (SN) Steiner
(1984), en dilucion a 50% y SN a 100%). Por lo que resultaron nueve tratamientos. La SN (1984)
a 100% contiene en mg L*: 166.01 N, 31.35 P, 277.38 K, 182.06 Ca, 49.08 Mg, 110.898 S, 1.33
Fe, 0.201 Mn, 0.077 B, 0.019 Mo, 0.0375 Zn y 0.00065 Cu.
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La unidad experimental fue una planta y se tuvieron 15 repeticiones por tratamiento. El
experimento concluyé a los 270 dias de aclimatizacion y en ese momento se seleccionaron seis
plantas por cada tratamiento a las que se le determinaron caracteristicas morfol6gicas como:
numero de hojas (NH); longitud (LHM) y ancho (AH) de la hoja mayor, peso fresco foliar (PFF) y
peso seco foliar (PSF), volumen (VF) y area foliar (AF), suculencia foliar (SF), diametro de tallo
(DT), namero de raices principales (NRP), longitud de raiz (LR), volumen de raiz (VR), peso fresco
de raiz (PFR), peso seco de raiz (PSR), indice estomatico y contenido de clorofila. La suculencia
foliar (SF), se determind con la férmula propuesta por Mantovani (1999), SF= (peso fresco
maximo-peso seco (g))/area superficial (cm?).

El contenido de clorofila se determind en hojas adultas y jovenes a través del método propuesto
por Moran (1982), utilizando un medidor Minolta SPAD-502. Los valores del SPAD, se
convirtieron a pug cm2mediante la formula propuesta por Coste et al. (2010). Para la determinacion
de estomas, se utilizaron hojas de la parte media de la roseta, de ellas se eligieron tres secciones:
basal, media y apical, tanto de la parte adaxial como abaxial, las muestras obtenidas se observaron
en un microscopio compuesto marca Carl Zeiss, a 40x, posteriormente se contabilizaron el total de
células y estomas.

Con los datos anteriores se calculd el indice estomatico (IE) con la formula propuesta por
Wilkinson (1979). Donde: IE= namero de estomas por unidad de area/(nimero de estomas por
unidad de area + namero de células epidérmicas por unidad de area) x 100. Los datos obtenidos de
cada variable se sometieron a analisis de varianza y la prueba de Tukey para la comparacién
multiple de medias con un nivel de significancia o= 0.05. Para la rutina de andlisis se usé el paquete
estadistico SAS® (The SAS System for Windows 9.0), se realizo el andlisis de varianza
correspondiente y la comparacién multiple de medias para establecer que tratamientos provocaron
efectos significativos sobre las variables estudiadas.

Resultados y discusion

Caracteristicas de plantas micropropagadas de Agave americana var. Oaxacensis al finalizar
su aclimatizacion

Los analisis de varianza del efecto del sustrato y la fertilizacién sobre los indicadores del
crecimiento y desarrollo de las plantas (Cuadros 1 y 2), muestran diferencias significativas en el
efecto de los tratamientos. Mientras que la comparacion mdltiple de medias detectd que las
diferencias (p< 0.01), provocadas por los niveles del factor sustrato se manifiestan sobre la mayoria
de las variables, excepto para la suculencia foliar. Los niveles del factor tipo de riego tuvieron
efectos significativos diferentes (p< 0.01) sobre la variable nimero de hojas (NH), ancho de hoja
(AH), peso fresco foliar (PFF), volumen foliar (VF), area foliar (AF), diametro de tallo (DT) y
numero de raices principales (NRP). La interaccion sustrato-tipo de riego mostro efectos
significativos (p< 0.01) sobre NH, AHM, PFF, VF, AF y NRP. En un estudio anterior Cruz-Garcia
et al. (2017), reportaron que plantas de la misma especie, poseian hojas delgadas de consistencia
herbacea al inicio de su aclimatizacion y que durante 240 dias en esta etapa; ocurrio la senescencia
gradual de las hojas provenientes del cultivo in vitro y que estas hojas fueron sustituidas por hojas
nuevas que fueron mas grandes, de 11.6 a 18.2 cm de longitud, 1.7 a 2.5 cm de ancho, engrosadas,
y de consistencia herbacea pero mas rigidas.
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También sefialan que al término de esa etapa 100% de las plantas sobrevivid y que aungue tuvieron
menos hojas que al inicio de la aclimatacion, fueron mas largas y anchas, aunque su tamafio estuvo
en relacion con la cantidad de nutrimentos que recibieron.

En este caso, cuando transcurrieron nueve meses las plantas mas pequefias fueron las que se
establecieron en el sustrato 33.3% de turba v/v +66.6% arena v/v, irrigadas con solo agua o con la
SN-50%. Conforme se incrementd la cantidad de turba en el sustrato hasta 66.6% Yy 75%, las plantas
alcanzaron tamarios mayores. Asi también, las plantas fertirrigadas hasta SN-100% tendieron a ser
mas grandes que las plantas irrigadas con solo agua.

Por lo que las plantas que se establecieron en los sustratos con 66% turba y 33.3% arena 0 75%
turba+25% arena y que se fertirrigaron con la solucion nutritiva a 100% de concentracion de
nutrimentos, desarrollaron 5.6 y 5.5 hojas, la hoja mayor fue de 17.7 y 18.2 cm de longitud, asi
como 2.5y 2.4 cm de ancho, 34.9 y 31.8 g de peso fresco foliar, 36.1 y 34.5 cm? de volumen foliar,
122.7'y 112 cm? de area foliar, 4.06 y 3.61 g de peso seco foliar; el tallo de 2.5 y 2.4 cm de diametro,
6.5y 7.3 raices, de 39.8 y 32.6 cm de longitud; la raiz de 12.5 y 10.8 cm® de volumen; 10.7 y 9.9
g de peso fresco de raiz, 1.7 y 1.4 g de peso seco de raiz, magnitudes que fueron significativamente
(Tukey, p< 0.05) mayores a los valores registrados para las mismas variables en las plantas que se
establecieron en sustrato con la mayor proporcion de arena (33.3% turba+ 66.6% arena) y que no
fueron fertirrigadas (Cuadros 1y 2).

Cuadro 1. Efecto del sustrato y fertilizacion sobre los indicadores de crecimiento y desarrollo de
las hojas de plantas micropropagadas de A. americana que durante 270 dias estuvieron
en aclimatizacion en invernadero.

Fert LHM AH VF

Sust (%) NH (cm) (cm) PFF () (cm?) AF (cm?)  PSF(g) SF

333%T: 0 33e 118c 17c 105b 115b 386d 115c 0.3a
66.6%A 59 35ed 127bc 17c 119b 131b 485cd 154c 026a
100 3.8cde 116 ¢ 1.7c 128b 14.1b 505cd 156c 0.28a

66.6%T: 0 48abc 166ab 24ab 221ab 233 ab 84 abc 2.2bc 0.28 a
333%A 50 41cde 153abc 2bc 223ab 226ab 732bcd 1.94c 03a
100 5.6 a 17.7 a 25a 349a 36.1a 122.7a 4,06 a 0.3 a

75%T: O 45bcd 15abc 1.9bc 17b  18b 636cd 1.93c 0.28a

25%A 50 45bcd 151abc 19bc 17b 181b  629cd 2.07bc 0.29a

100 55ab 182a 24a 318a 345a 112ab 36lab 03la

*% *%x *% *% *% *% *%

Sust ns
Fert *% ns *k *k *xk *k *xk ns
SustxFert = ns = * * = ns ns

Sus=sustrato; Fert= fertilizacién; 33.3%T:66.6%A= una porcion de turba combinada con dos de arena; 66.6%T=
33.3%A= dos porciones de turba combinada con una de arena 75%T:25%A= tres porciones de turba combinada con
una de arena; NH= nimero de hojas; LHM= longitud de hoja mayor; AH= ancho de hoja; PFF= peso fresco foliar;
VF= volumen foliar; AF= érea foliar; PSF= peso seco foliar; SF= suculencia foliar; “*=valor de F significativo (p<
0.01); "= valor de F significativo (p< 0.05); ns= valor de F no significativo (p> 0.05).
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Cuadro 2. Efecto del sustrato y fertilizacion sobre los indicadores de crecimiento y desarrollo de
los tallos y raices de plantas micropropagadas de A. americana que durante 270 dias
estuvieron en aclimatizacion en invernadero.

Sust Fert (%) DT (cm) NRP LR (cm) VR (cm®) PFR(g) PSR(g)

33.3%T: 0 1.7 ¢ 28 e 18 ¢ 3d 23 ¢C 05 c
66.6%A 50 1.7 ¢ 3.1 de 19.1 ¢ 36 d 3.1 bc 06 c
100 18 ¢ 3.1 de 165 ¢ 4.1 cd 3.4 bc 06 c
66.6%T: 0 1.9 bc 5.1 bcd 325 ab 10.8 ab 94 a 1.3 ab
33.3%A 50 19 bc 53 abc 316 ab 9.1 abc 81 ab 1.1 abc
100 25 a 6.5 ab 39.8 a 125 a 10.7 a 1.7 a
75%T: 0 19 bc 4.1 cde 275 bc 7 bcd 6.4 abc 0.9 bc
25%A 50 19 bc 4.6 cde 255 bc 6.6 bcd 6.1 abc 0.8 bc
100 2.4 ab 7.3 a 32.6 ab 10.8 ab 99 a 14 ab
Sust - o o - o o
Fert - - ns ns ns -
Sust«Fert ns - ns ns ns ns

Sus= sustrato; Fert= fertilizacion; 33.3%T: 66.6%A= una porcioén de turba combinada con dos de arena; 66.6%T:
33.3%A= dos porciones de turba combinada con una de arena; 75%T: 25%A= tres porciones de turba combinada con
una de arena; DT=diametro del tallo; NRP= nimero de raices principales; LR= longitud de raiz principal; VR=
volumen de raiz; PFR= peso fresco de raiz; PSR= peso seco de raiz; ™= valor de F significativo (p< 0.01); "= valor de
F significativo (p< 0.05); ns= valor de F, no significativo (p> 0.05).

Diversos autores coinciden en sefialar que se logra mejor aclimatacion de las plantas obtenidas in
vitro cuando se establecen en sustratos que sean una mezcla de materia organica y materiales
inertes que mejoren la porosidad para aireacion y drenaje, en algunos casos también sefialan la
adicion de nutrimentos por otros medios como soluciones nutritivas o fertilizaciones foliares que
hacen disponibles los minerales en formas idnicas que la planta puede aprovechar en el corto plazo.
Por ejemplo, Vilchez et al. (2007) encontraron que vitroplantas de sabila (Aloe vera L.) mostraron
incrementos en numero de hojas y altura cuando se establecieron en el sustrato humus de lombriz,
ademas el crecimiento de las plantas fue mas rapido y vigoroso, en comparacion con plantas que
se establecieron en arena de rio.

Florio y Mogollén (2011), reportaron que grupos de vitroplantas de platano Musa sp. cv. Roatan
que se establecieron en un sustrato compuesto de 85% de turba v/v y 15% de vermiculita v/v, 90%
de plantas sobrevivio después de 30 dias de aclimatacion, y tuvieron 12.24 cm de altura, 13.87 mm
de diametro del brote, 6.38 hojas, 13.65 cm de longitud maxima de raices, 1.7 y 0.64 g de biomasa
fresca; 0.27 y 0.07 g de biomasa seca de los brotes y raices, magnitudes superiores en comparacion
con plantas que estuvieron en otros sustratos: 1) aserrin de coco (100%); 2) arena, aserrin de coco
y cascara de arroz (1:2:1 v/v); 3) arena, aserrin de coco y cascara de arroz y vermicompost (1:5:2:2
v/v). Los sustratos anteriores, ya sea que contengan materia organica o solo materiales inertes,
deben tener porosidad adecuada para la aireacion y drenaje. Asi también, el abastecimiento de
nutrimentos es benéfico para que las plantas logren mayor crecimiento y rendimiento. Abreu et al.
(2007), al micropropagar A. fourcroydes trasfirieron las plantas a contenedores de poliespuma de
47 x 69 cm con 247 alvéolos cada uno con 30 cm® de volumen, con sustrato de pulpa de henequén
fermentado y zeolita en diferentes proporciones.
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Las plantas se establecieron en un invernadero que permitia el paso de 30% de la luz (= 558.74 y
686.55 umol m?s?), éstas condiciones fueron generadas mediante el empleo de capas de malla
saran de color negro. Trascurridos 30 dias, las plantas que se establecieron en el sustrato compuesto
de 4.46 kg de pulpa de henequén y 5.54 kg de zeolita, 92% de las plantas sobrevivid y tuvieron en
promedio 7.64 cm? de area foliar y 59.43 mg de peso seco total.

Por otra parte, Crespo-Gonzélez et al. (2013) trabajaron con plantas micropropagadas in vitro de
Agave tequilana Weber var. azul con una altura de 15-22 cm y 16 meses de edad, en donde
evaluaron la respuesta de las plantas a los tratamientos establecidos a base de formulaciones de
los sustratos organicos (polvo de coco (PC), turba (T) y composta de bagazo de agave (C),
mezclados en una relacién de volumen (v/v), considerandose los siguientes: 1) testigo: 80% PC
+10% T + 10% C; 2) 100% PC; 3) 100% T; 4) 70% PC + 30% C; 5) 50% PC + 50% C; 6) 30%
PC + 70% C; y 7) 100% C. Ademas, las plantas de todos los tratamientos durante nueve meses
recibieron entre 7 y 14 fertirriegos por mes con quelatos de hierro y manganeso, sulfato de
magnesio, nitrato de calcio, y formulas N-P-K 18-18-18 (periodo septiembre-diciembre) y 15-
30-15 (periodo enero-mayo).

Las plantas que estuvieron en sustratos con composta al 30 y 50% desarrollaron la pifia con
didmetros de 4.7 y 5.07 cm y el tallo de 3.5y 3.75 cm, tuvieron 15y 15.3 hojas, la hoja mayor fue
de 55.4 y 51.3 cm de longitud, asi como 3.6 y 4 cm de ancho, respectivamente, magnitudes que
fueron superiores a los 3.63 cm de diametro de pifias, 2.1 cm de didmetro de tallo, 9.8 hojas, con
la hoja mayor de 36.9 cm de longitud y 3 cm de anchura, que tuvieron las plantas en el sustrato de
100% turba. Los autores concluyen que se obtienen plantas de mayor tamafio con los sustratos que
contienen mayor cantidad de materia organica mezclada con otro material que proporcione buena
aireacion y filtracion.

Indice estomatico en hojas adultas y jovenes de plantas micropropagadas de Agave americana
var. Oaxacensis al finalizar su aclimatizacion

Las plantas micropropagadas que son trasferidas a condicion ex vitro forman estructuras
vegetativas durante su aclimatizacién en invernadero, donde la planta desarrolla hojas que
muestran caracteristicas diferentes respecto a las hojas formadas en condicion in vitro: cuticula,
parénquima empalizada y mesofilo. Entre los cambios observados, se menciona que las hojas
nuevas formadas en condiciones de invernadero tienen cantidad diferente de estomas (Pospisilova
etal., 1999).

En la presente investigacion se observo que, al inicio de su aclimatizacién, las hojas de las
plantas de A. americana var. Oaxacensis micropropagadas tuvieron un indice estomético con
promedio de 4.55% para la seccion basal, 7% para la seccion media y 7.93% para la seccién
distal, en cambio en el envés de las hojas se obtuvo un promedio de 4.16, 7.26 y 9.32% para la
seccidn basal, media y distal respectivamente. Al concluir esta etapa, el indice estomatico se
habia incrementado en las distintas secciones de la hoja. En la superficie adaxial (haz) en su
seccién basal, media y distal, se tuvo en promedio 4.82, 9.06 y 10.67% de indice estomatico,
respectivamente, mientras que para la superficie abaxial (envés) se obtuvieron promedios de
5.93, 9.24 y 10.86% respectivamente.

1497



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.10 num. 7 28 de septiembre - 11 de noviembre, 2019

Cuadro 3. Efecto del sustrato y la fertilizacion sobre el indice estomatico del haz y envés de hojas
adultas de A. americana var. Oaxacensis despues de 270 dias de adaptacion.

IEHB IEHM IEEB IEEM
0, 0 [0)
Sust Fert (%) %) %) IEHD (%) %) %) IEED (%)
33.3%T: 66.6%A 0 53 a 95ab 126 a 6 a 9a 116 ab

50 52 a 89ab 109abc 6.7a 98a 111 ab
100 45 a 95ab 10.7abc 6.6 a 96 a 9.7b

66.6%T: 33.3%A 0 5a 75b 10.2abc 53 a 8.3 a 96 b
50 4.6 a 9.5 ab 9.4 bc 6a 10.7a 122a
100 43 a 76 Db 89c 5.2a 84a 104 ab
75%T:25%A 0 4.6 a 95ab 10.2abc 53a 92a 1l6ab
50 49a 101a 11.8 ab 6 a 98a 113 ab
100 4.6 a 9ab 109abc 58a 79 a 98 b
Sustrato ns - - ns ns ns
Fertilizacion ns ns ns ns - *
Sust=Fert ns ns ns ns ns -

Sust= sustrato; Fert= fertilizacion; 33.3%T: 66.6%A= una porcion de turba combinada con dos de arena; 66.6%T:
33.3%A= dos porciones de turba combinada con una de arena; 75%T: 25%A= tres porciones de turba combinada con
una de arena; IEHB= indice estomatico haz seccion base; IEHM= indice estomético haz seccién media; IEHD= indice
estomatico haz seccion distal; IEEB= indice estomético envés seccidn base; IEEM= indice estomatico envés seccion
media; IEED= indice estomatico envés seccion distal; ™= valor de F significativo (p< 0.01); "= valor de F significativo
(p< 0.05); ns= valor de F no significativo (p> 0.05).

De acuerdo con el analisis de varianza, los niveles del factor sustrato tuvieron efectos significativos
diferentes (p< 0.01) sobre la variable indice estomético del haz en la seccién media y distal de la
hoja de tamafio mayor de Agave americana var. Oaxacensis (Cuadro 3). Los niveles del factor tipo
de riego mostraron efectos significativos (p< 0.01) diferentes inicamente para las variables indice
estomatico en envés seccion media y distal. La interaccion sustrato-tipo de riego tuvo efecto
significativo, Gnicamente para la variable indice estomatico en el envés seccion distal de la hoja.

En lo que respecta al indice estomatico, determinado en las hojas nuevas formadas ex vitro, se
observo que la distribucién de los estomas es mas homogénea que en condiciones in vitro ya que
la seccion media y apical tanto del haz como del envés presentan valores de indice estoméatico muy
similares (Cuadro 4). Las hojas que las plantas de A. americana var. Oaxacensis formaron in vitro
presentaron menor indice estomatico, respecto de las hojas nuevas que la planta desarroll6 durante
su adaptacion.

Esta caracteristica podria deberse a que hubo un aumento del tamafio de las células epidérmicas
(Figura 1); por lo tanto, en el campo de observacion del microscopio se observaron menor cantidad
de ellas, con lo cual se vio afectado el denominador de la formula para calcular el indice estomatico.
Stranburger et al. (1986), mencionan que el numero de células epidérmicas grandes que reduce el
denominador de la férmula de IE por unidad de superficie analizada posiblemente esta relacionado
con la optimizacion de la capacidad para el almacenamiento de agua.
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Figura 1. Estomas observados en el microscopio en un campo de 40x. (A) estomas presentes en A.
americana var. Oaxacensis en cultivo in vitro; y (B) estomas en plantas adaptadas en
invernadero.

Los andlisis de varianza mostraron que el factor sustrato, el factor tipo de riego y la interaccion
sustrato-tipo de riego presentaron efectos significativos sobre IEEM, pero no sobre las variables
IEHB, IEHM, IEHD, IEEB y IEED. Lo anterior, denota que los valores de indice estomético
determinados en las diferentes secciones de las hojas nuevas de A. americana var. Oaxacensis, no
se ve influido ni por el tipo de sustrato ni por el suministro de nutrimentos en el riego (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto del sustrato y abastecimiento de nutrimentos en el riego sobre el indice
estomatico del haz y envés de hojas nuevas de A. americana var. oaxacencis después
de 270 dias de adaptacion.

sust et (o) 5B ML IEHD IEEB oy o IEED
33.3%T: 66.6%A 0 92 a 121 a 135a 87 a 138 a 146 a
50 86 a 123 a 12 a 94 a 119 abc 129 a
100 75a 112 a 116 a 83 a 105 bc 12 a
66.6%T: 33.3%A 0 65a 104 a 115a 91 a 103 bc 12 a
50 82a 121 a 117 a 81l a 123 ab 126 a
100 87a 104 a 114 a 92 a 121 abc 119 a
75%T:25%A 0 75a 105a 109 a 91a 114 bc 125 a
50 76 a 109 a 11.7a 88 a 114 bc 131 a
100 76 a 97 a 105a 76 a 99 ¢ 12.1 a
Sustrato ns ns ns ns " ns
Fertilizacion ns ns ns ns " ns
SustxFert ns ns ns ns - ns

Sust= sustrato; Fert= fertilizacion; 33.3%T: 66.6%A= una porcion de turba combinada con dos de arena; 66.6%T:
33.3%A= dos porciones de turba combinada con una de arena; 75%T: 25%A= tres porciones de turba combinada con
una de arena; IEHB= indice estomatico haz seccion base; IEHM= indice estomatico haz seccién media; IEHD= indice
estomatico haz seccion distal; IEEB= indice estomético envés seccidn base; IEEM= indice estomatico envés seccion
media; IEED= indice estomatico envés seccion distal; "= valor de F significativo (p< 0.01); "= valor de F significativo
(p< 0.05); ns=valor de F no significativo (p> 0.05).
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Los resultados del indice estomatico mayor en hojas jovenes de A. americana var. Oaxacensis
aclimatadas, coinciden con Bazaldua-Mufioz et al. (2008), quienes reportan que plantas de Physalis
Ixocarpa micropropagadas presentaron un incremento gradual de densidad estomatica tanto del haz
como del envés en funcion del tiempo de aclimatacion.

Contenido de clorofila en hojas adultas y jévenes de plantas micropropagadas de A.
americana var. Oaxacensis adaptadas en invernadero

De acuerdo con el andlisis de varianza (Cuadro 5) se encontraron diferencias significativas (p<
0.001) sobre el contenido de clorofila en hojas adultas y jévenes de A. americana var. Oaxacensis
en respuesta al sustrato en el que se establecieron y al abastecimiento de nutrimentos en el riego,
que la interaccion sustrato-tipo de riego no tuvo efecto significativo. Las plantas de agave
micropropagadas que estuvieron en los sustratos con dos y tres porciones de turba combinados con
una de arena y ademas recibieron solucidn nutritiva al 100% respectivamente, sus hojas de mayor
edad tuvieron de 43.64 y 42.91 ug cm de clorofila, magnitudes significativamente (Tukey, p<
0.05) mayores a los 23.95 pg cm que tuvieron las hojas de las plantas que se establecieron en el
sustrato con una porcién de turba combinado con dos de arena y que no recibieron solucion
nutritiva adicional (Cuadro 5). Las hojas jovenes de las plantas de A. americana var. Oaxacensis
tuvieron mas clorofila que las hojas de mayor edad. El valor mas alto de clorofila 75.85 g cm™ se
observo en las hojas jovenes de las plantas que estuvieron en el sustrato con dos porciones de turba
combinado con una de arena y que ademas se fertirrigaron con la solucién Steiner al 100%.

Cuadro 5. Efecto del sustrato y abastecimiento de nutrimentos en el riego sobre el contenido de
clorofila en hojas de A. americana var. Oaxacensis después de 270 de su adaptacion en

invernadero.
Sustrato Fertilizacion (%) _ Clorofila (g cm™)
Hoja adulta Hoja joven
33.3%T: 66.6%A 0 23.95 d 389 d
50 26.78 cd 46.57 dc
100 30.27 bcd 50.98 bcd
66.6%T: 33.3%A 0 32.92 bc 55.75 bcd
50 35.68 abc 64.14 abc
100 43.64 a 75.85 a
75%T:25%A 0 35.68 ab 54.67 bcd
50 38.69 ab 61.09 abc
100 4291 a 67.11 ab
Sustrato ** -
Fertilizacion - -
Sustrato*fertilizacion ns ns

= valor de F significativo (p< 0.01); "= valor de F significativo (p<0.05); ns= valor de F no significativo (p> 0.05).
Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, p< 0.05); 33.3%T: 66.6%A= una porcion de turba
combinada con dos de arena; 66.6%T: 33.3%A= dos porciones de turba combinada con una de arena; 75%T: 25%A=
tres porciones de turba combinada con una de arena.
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El mayor crecimiento de las plantas establecidas en estos sustratos se podria atribuir a la
disponibilidad de una mayor cantidad de nutrientes en el sustrato con proporcion de turba alta y los
aportados por la solucion nutritiva. Lo anterior concuerda con Wu et al. (2008), quienes reportan
que el estado nutricional de las plantas tiene relacion positiva con el contenido de clorofilay a su
vez con la actividad fotosintética. Mientras que Zarco-Tejada et al. (2004), mencionan que en
plantas con crecimiento vigoroso generalmente se espera que contengan concentraciones altas de
clorofila, en relacion con plantas menos vigorosas.

Conclusiones

El sustrato y el abastecimiento nutrimental durante la aclimatizacion de plantas de A. americana
var. Oaxacensis micropropagadas determinan su crecimiento y desarrollo. Todos los tratamientos
probados permitieron que el total de plantas sobrevivieran, sin embargo, las que se establecieron
en sustratos con dos porciones de turba combinado con una de arena y que ademas recibieron
solucion nutritiva al 100% de concentracion, mostraron caracteristicas mejores de crecimiento y
sus hojas adultas y jovenes tuvieron los contenidos mas altos de clorofila. Los valores de indice
estomatico en hojas adultas y jovenes de las plantas no se vieron afectados ni por el tipo de sustrato
ni la fertilizacion.

Durante la aclimatizacion de A. americana var. Oaxacensis se recomienda utilizar sustratos que
contengan suficiente materia organica, con buen drenaje y aireacion, ademas de considerar la
fertilizacion liquida como una forma réapida de hacer disponibles los nutrimentos.
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