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Resumen

La presente investigacion tuvo como objetivo contribuir
al conocimiento de la ruta de penetracion de un fertilizante
foliar 4-17-17 (NPK) en agave azul. En plantas de agave
azul de 1.5 afios de edad se hicieron cortes histologicos
paraidentificar las principales caracteristicas morfologicas
de la hoja. Se asperjaron hojas con la solucion fertilizante-
colorante verde rapido mas azul negro de naftol (F-VR-
ANN) y por separado con la solucion fertilizante-colorante
calcofluor (F-C). Se hicieron cortes histologicos a los 30,
60 y 120 min después de la aplicacion. Las actividades se
realizaron en el laboratorio de Histopatologia Vegetal del
Colegio de Postgraduados en Ciencias Agricolas, Campus
Montecillo, durante los meses de agosto y septiembre de
2013. Se observaron haces vasculares pequetios dispersos en
el parénquima en empalizada y en el parénquima espon;joso.
El grosordela cuticula vario de acuerdo al sitio de muestreo
dentro delahoja, en promedio,de 17.1 um en la parte apical
y 19.1 um en la parte media de la hoja. En el parénquima
en empalizada se observaron cristales, probablemente de
oxalato de calcio en forma de prismas. Las evidencias en
la acumulacion de la solucion F-VR-ANN sugieren que la
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Abstract

This research aimed to contribute to the knowledge of the
penetration pathway of the foliar fertilizer 4-17-17 (NPK)
inblueagave. In 1.5-year-old blue agave plants, histological
sections were made to identify the main morphological
characteristics of the leaf. Leaves were sprayed with
the fertilizer-dye fast green solution plus naphthol blue
black (F-VR-ANN) and separately with the fertilizer-dye
calcofluor solution (FC). Histological sections were made
at 30, 60 and 120 min after application. The activities were
conducted at the Laboratory of Plant Histopathology of the
Postgraduate College in Agricultural Sciences, Campus
Montecillo, during the months of August and September
2013. Small vascular bundles scattered in the palisade
parenchyma and spongy parenchyma were observed. The
thickness of the cuticle varied according to the sampling
site within the leaf, on average, 17.1 um in the apical part
and 19.1 um in the middle part of the leaf. In the palisaded
parenchyma crystals were observed, probably of calcium
oxalate in the form of prisms. Evidence on the accumulation
of the F-VR-ANN solution suggests that the penetration
route was stomatal and cuticular, since accumulation was
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ruta de penetracion fue via estomatica y cuticular, ya que se
observd acumulacion a partir de los 30 min después de la
aplicacion enlacuticulay 120 min después en el parénquima
en empalizada. Asimismo, la aplicacion de la solucion F-C
sugiere también una penetracion via cuticular y estomatica,
yaque hubo fluorescencia dentro de las células epidérmicas
30 min después de haber realizado la aplicacion y 120
min después se observo entre y dentro de las células del
parénquima en empalizada. De esta manera, los resultados
evidencian que la fertilizacion foliar puede ser una opcion
viable para complementar la fertilizacion al suelo.

Palabras clave: Agave tequilana Weber var. Azul, cuticula,
fluorescencia.

Elobjetivo del presente trabajo fue hacer una caracterizacion
foliar delaanatomiadelahojadel agave eidentificarlas vias
depenetracion del fertilizante foliar. Con base ametodologias
utilizadas para estos fines (Nava et al., 2003; Garcia et al.,
2013), se utilizaron dos plantas de Agave tequilana de 1.5
afios de edad, provenientes de la empresa Casa Herradura,
en Amatitan Jalisco, México. Tomando en consideracion
las partes de la hoja que mayormente captan las soluciones
aplicadas, las muestras se obtuvieron de la parte media y
apice de las hojas totalmente expandidas, localizadas tanto
en laparte central como radial del cogollo. Lainvestigacion
se desarrollo en el laboratorio de Histopatologia Vegetal en
el Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, México,
de agosto a septiembre de 2013. En la primera etapa, se
caracterizo la estructura foliar y en la segunda se determiné
la via de penetracion foliar del fertilizante.

Se disectaron fragmentos foliares de laparte apical y mediade
lahoja de aproximadamente 0.5 mm?, los cuales se cortaron
enunmicrotomo de congelacion (American Optical, modelo
880), a un grosor de 25 um (Sandoval, 2005). Para medir
el grosor de la cuticula, las secciones obtenidas se tifieron
con Sudan IV (C24H20N4O) durante 25 min y se montaron
con agua en portaobjetos y cubreobjetos. El Sudan IV se
caracteriza por dar color alos lipidos al solubilizarse en ellos
(Martinez y Gragera, 2008). Asimismo, otras secciones se
tifieron con Azul de Toluidina (CisHisN3S*) durante 20 min
para diferenciar los haces vasculares (D’ Ambrogio, 1986).
Se tomaron fotografias con una camara digital integrada
a un microscopio de luz (marca Velab modelo Ve-B6); la
medicion cuticular se hizo con el software Motic Imagenes
Plus 2 M1, considerando tres campos visuales por secciony
corte (Guerrero et al., 2008; Alejo-Plata et al.,2011).
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observed after 30 min after application to the cuticle and
120 min after in the parenchyma in palisade. Also, the
application of the F-C solution suggests a cuticular and
stomatal penetration, as there was fluorescence within
the epidermal cells 30 min after the application and 120
min after it was observed between and within the palisade
parenchyma cells. In this way, the results show that foliar
fertilization may be a viable option to supplement soil
fertilization.

Keywords: Agave tequilana Weber var.Azul, cuticle,
fluorescence.

The objective of this paper was to perform a foliar
characterization of the anatomy of the agave leaf in a
general way and to identify the penetration pathways
of a foliar fertilizer. Based on methodologies used for
these purposes (Nava et al., 2003; Garcia et al., 2013),
two plants of Agave tequilana of 1.5 years old, from the
company Casa Herradura, in Amatitan Jalisco, Mexico
were used. Taking into account the parts of the leaf that
mostly capture the applied solutions, samples were
obtained from the middle and apex of fully expanded
leaves, located in both the central and radial parts of the
bud. The research was developed in the Laboratory of
Plant Histopathology at the College of Postgraduates
Campus Montecillo, Mexico, in August and September of
2013. Inthe first stage, the leaf structure was characterized
and in the second stage the penetration pathway of the
fertilizer was determined.

Leaf fragments from the apical and middle part of
about 0.5 mm? were dissected, which were cut on a
freezing microtome (American Optical, model 880), to
a thickness of 25 um (Sandoval, 2005). To measure the
cuticle thickness, the obtained sections were stained
with Sudan IV (C24H20N4O) for 25 min and were
mounted in coverslips and slides using water. Sudan IV
is characterized by coloring lipids when it is solubilized
(Martinez and Gragera, 2008). Also, other sections were
stained with Toluidine Blue (CisHisN3S*) for 20 min to
differentiate vascular bundles (D’Ambrogio, 1986).
Photographs were taken with a digital camera integrated
into a light microscope (Velab brand model Ve-B6);
cuticular measurement was made with the Motic Images
Plus 2 M1 software, considering three visual fields per
section and cutting (Guerrero et al., 2008; Alejo-Plata
etal.,2011).
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El fertilizante foliar utilizado en este experimento fue
un 4-17-17, a base de urea, fosfato de amonio y fosfato
potasico a 1 1%, complementado con DAP-PLUS®
como tensoactivo. Se utilizaron los colorantes verde
rapido (C37H34N2010S3Naz) + azul negro de naftol
(C22H14N6Na20S:2) a una concentracion de 0.05%
como trazadores no fluorescentes para la ubicacién
de la solucion fertilizante y calcofluor (Fluorescent
Brightener 28, C40N42010S2Na2) al 0.01% como un
trazador fluorescente, estos colorantes se prepararon
independientemente del fertilizante (Sandoval, 2005).
Se asperjaron individualmente estos colorantes con el
fertilizante y a la planta testigo se asperjo solo agua.

Después se muestrearon las hojas a los 30, 60, 90 y 120
min de haber aplicado el fertilizante foliar y de éstas se
disectaron fragmentos de 0.6%0.4 cm (Sandoval, 2005),
y se cortaron transversalmente con un microtomo de
congelacion (American Optical, modelo 880) a 25 um
de grosor. Los cortes se montaron en portaobjetos y
cubreobjetos. Las muestras se trataron con fertilizante
mas los colorantes verde rapido + el azul negro de naftol
(F-VR+ANN) y se observaron en un microscopio de
luz marca Velab modelo VE-B y las asperjadas con el
fertilizante mas el calcofluor (F-C) se observaron en un
microscopio de fluorescencia Carl Zeiss para visualizar la
penetracion a través de la fluorescencia de las estructuras
anatoémicas de la hoja (Nava et al., 2003; Sandoval, 2005;
Garcia et al., 2013); cabe sefialar, que el calcofluor es
un colorante fluorescente inespecifico que se enlaza a la
celulosay a la quitina de las paredes celulares, por lo que
en caso de que haya penetracion en la hoja de la solucion,
habra una fluorescencia azul en las estructuras anatdmica
de la misma.

Los resultados muestran que la hoja de agave es isolateral,
ya que en las dos superficies de la lamina se presentaron
estratos pluriestratificados de parénquima en empalizada,
mientras que en la porcion central del mesofilo se observaron
células parenquimatosas de apariencia isodiamétrica, entre
las cuales se distribuyeron los haces vasculares. En la
fotomicrografia A (Figura 1) (10 X), las flechas muestran
la posicion de los haces vasculares en la porcion central
del mesofilo (PCM) y las fibras que rodean a los haces
vasculares, asi mismo se puede observar que la hoja es
anfiestomatica. La fotomicrografia B (Figura 1), muestra
los haces vasculares de menor diametro en el limite interno
del parénquima en empalizada (PE) y en la parte central del
mesofilo (PCM) (40 X).
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The foliage fertilizer used was 4-17-17, based on urea,
ammonium phosphate and potassium phosphate 1%,
supplemented with DAP-PLUS® as surfactant. The Fast
green dye (Cs7H34N2010S3Na2) + naphthol blue black
(C22H14N6Na20S2) were used at a concentration of 0.05%
as non fluorescent tracers for location of the fertilizer
solution and calcofluor (Fluorescent Brightener 28,
C40N42010S2Naz) at 0.01% as a fluorescent tracer, these
dyes were prepared appart from the fertilizer (Sandoval,
2005). The dyes were individually sprinkled with the
fertilizer and the control plant was sprayed only with
water.

Theleaves were then sampled at 30,60, 90 and 120 min after
the leaf fertilizer was applied and 0.6%0.4 cm (Sandoval,
2005) fragments were dissected and transversely cut with
a freezing microtome (American Optical, Model 880) at
25 pum thickness. The cuts were mounted on slides and
coverslips. The samples were treated with fertilizer plus
rapid green + black blue naftol (F-VR+ANN) dyes and
were observed in a light microscope of Velab brand VE-B
model and those sprayed with fertilizer plus calcofluor (FC)
were observed in a Carl Zeiss fluorescence microscope to
visualize penetration through fluorescence of the leaf’s
anatomical structures (Nava et al., 2003; Sandoval, 2005;
Garcia et al., 2013); it should be noted that calcofluor is a
non-specific fluorescent dye which binds to the cellulose
and chitin of the cell walls, so that in case it penetrates into
the leaf, there will be a blue fluorescence in its anatomical
structures.

The results showed that the agave leaf is iso-lateral, since
on the two surfaces of the lamina there were pluriestratified
strata of palisade parenchyma, while in the central portion of
themesophyll parenchymal cells ofisodiametric appearance
were observed, among which the vascular bundles were
distributed. In the photomicrograph A (Figure 1) (10 X),
the arrows show the position of the vascular bundles in
the central portion of the mesophyll (PCM) and the fibers
surrounding the vascular bundles, it can also be observed
that the leaf is amphistomatic. Photomicrograph B (Figure
1), shows the smaller diameter vascular bundles at the inner
border of the palisade parenchyma (PE) and at the central
part of the mesophyll (PCM) (40 X).

On the other hand, both photomicrographs show that
the epidermal tissue was formed by a layer of slightly
elongated cells in a perpendicular direction to the leaf
surface; no plastids were observed, which are cell organelles
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Figura 1. Fotomicrografias de seccion transversal de hoja de
agave. A= haces vasculares en la porcion central del
meso6filo (PCM), fibras (F), epidermis (E) y estomas
(ES). B= haces vasculares (HV) en el limite interno
del mesofilo (flechas), fibras (F), porcion central del
mesofilo (PCM), parénquima en empalizada (PE).

Figure 1. Photomicrographs of cross section of agave leaf. A=
vascular bundles in the central portion of the mesophyll
(PCM), fibers (F), epidermis (E) and stomas (ES). B=
vascular bundles (HV) at the mesophile internal border
(arrows), fibers (F), central portion of the mesophile
(PCM), palisade parenchyma (PE).

Por otra parte, ambas fotomicrografias evidencian que
el tejido epidérmico estuvo formado por un estrato de
células ligeramente alargadas en direccion perpendicular
alasuperficie delahoja; no se observaron plastos, que son
organulos celulares caracteristicos de las plantas en el que
se acumulan lipidos, proteinas, pigmentos, etc., segun de
qué tipo sea (cloroplastos, amiloplastos y proplastidos),
y que es una caracteristica tipica de plantas adaptadas a
condiciones de aridez (Nobel, 1988). La fotomicrografia
A de la Figura 2, muestra que la pared tangencial externa
presentd una cuticula gruesa (C) proyectada hacia
las paredes periclinales y sobre una capa de células
epidérmicas (CE).

Lascélulas guarda (CG) se distribuyeron ligeramente mas
abajo que el resto de las células epidérmicas ordinarias,
tal como se muestra en la fotomicrografia B (Figura 2).
Aparentemente, las células del parénquima en empalizada
(PE) presentaron mayor nimero de cloroplastos que las
células parenquimatosas de la region central de la lamina
(fotomicrografia A y B, Figura 2). Cada haz vascular
present6 un gran numero de fibras (F) y estuvo rodeado
por células parenquimatosas de pared delgada (P),
asimismo, se pueden observar el xilema (X) y el floema
(FO) (fotomicrografia C, Figura 2); también se observan
estructuras prismaticas no abundantes que probablemente
sean cristales de oxalato de calcio (fotomicrografia D,
Figura 2).
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characteristic of plants in which lipids, proteins, pigments,
etc, depending on the type (chloroplasts, amyloplasts and
proplasts) accumulate, and which is a typical characteristic
of plants adapted to aridity conditions (Nobel, 1988).
Photomicrograph A of Figure 2 shows that the outer
tangential wall had a thick cuticle (C) projected towards
the periclinal walls and on a layer of epidermal cells (EC).

Figura 2. Fotomicrografias de seccion transversal de hoja
de agave. A= epidermis uniestratificada con células
ordinarias sin plastos; cuticula (C), célula epidérmica
(CE), parénquima en empalizada (PE). B= aparato
estomatico; célula guarda (CG), parénquima en
empalizada (PE). C= tejido vascular; fibras (F),
parénquima (P), xilema (X), floema (FO). D=
parénquima en empalizada (PE) se sefialan estructuras
prismaticas, que pueden ser cristales cuya composicion
quimica probable sean de calcio (OXC).

Figure 2. Photomicrographs of cross section of agave leaf.
A=unstratified epidermis with ordinary cells without
plastids; cuticle (C), epidermal cell (CE), palisade
parenchyma (PE). B= stomatal apparatus; guard
cell (CQG), palisade parenchyma (PE). C= vascular
tissue; fibers (F), parenchyma (P), xylem (X), phloem
(FO). D= palisade parenchyma (PE) where prismatic
structures are indicated, which may be crystals whose
probable chemical composition is calcium (OXC).

The guard cells (CG) were distributed slightly lower
than the rest of the ordinary epidermal cells, as shown
in photomicrograph B (Figure 2). Apparently, the cells
of the palisade parenchyma (PE) had more chloroplasts
than the parenchymal cells of the central region of the
lamina (photomicrographs A and B, Figure 2). Each
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Las imagenes anteriores muestran como la hoja de agave
tiene una cuticula gruesa, con revestimiento ceroso y una
acumulacion probablemente de oxalato de calcio en forma
de cuerpos, lo que le permite aislar la superficie foliar e
impenetrable a gases como el CO2y vapor de agua, asi como
la proteccion ante agentes adversos del medio ambiente.
También se puede notar que las células contienen grandes
vacuolas paralaacumulacion de los acidos organicos y agua.

En el mesofilo, en las células en empalizada, se observaron
lo que probablemente sean cristales prismaticos de oxalato
de calcio (Figura 2, fotomicrografia D). En plantas de 1.5
afios de edad, el grosor promedio de la cuticulaadaxial varid
segun laregion en donde se tomo la muestra: en el apice fue
de 17.1um, mientras que en la parte media fue de 19.1um.

Respecto a las rutas de penetracion, a los 30 min después de
la aplicacion del fertilizante foliar con verde rapido y azul
negro denaftol (F-VR-ANN), el F-VR-ANN seacumul6 en
la cuticula, capa que se encuentra arriba de la epidermis (E)
(fotomicrografiaA, Figura 3), alos 60 minutos en los ostiolos
delosestomas (ES) (fotomicrografia B, Figura3),yalos 90
y 120 min en la camara estomaticay células del parénquima
en empalizada (PE), respectivamente (fotomicrografia C
y D, Figura 3). El empleo de los colorantes verde rapido
y azul negro de naftol como trazadores permitio observar
la acumulacion de los mismos en los estomas y en la
cuticula, para posteriormente encontrarlos en las células
del parénquima, con estas evidencias se puede sefialar
que la penetracion de solutos es via estoma y cuticular; sin
embargo, es necesario realizar mas pruebas que permitan
obtener informacion mas consistente respecto a estas vias
de penetracion en Agave tequilana.

Enlaaplicacion del fertilizante foliar con calcofluor (F-C),
en las fotomicrografias A y B de la Figura 4, se muestran
cortes transversales de hoja, vistas en el microscopio de
luz y de fluorescencia, respectivamente; se puede observar
la cuticula (C) y el parénquima en empalizada (PE). A 30
minutos después de haberasperjadolahoja, el F-Cseacumulo
en la cuticula después de haber realizado la aplicacion
y hubo poca fluorescencia en las células del mesofilo
(fotomicrografia C, Figura 4). A 60 min, la fluorescencia
se observo en las células epidérmicas (fotomicrografia D,
Figura4). A 90 min después de la aplicacion, se observo un
ligero incremento de fluorescencia en algunas células del
meso6filo (fotomicrografia E, Figura4);y a2 h, entodos los
tejidos del mesofilo, incluyendo las camaras subestomaticas
(fotomicrografia F, Figura 4).
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vascular bundle showed a large number of fibers (F) and
was surrounded by thin-walled parenchymal cells (P), as
well as xylem (X) and phloem (FO) (photomicrography
C, Figure 2); there are also abundant prismatic structures
that probably correspond to calcium oxalate crystals
(photomicrograph D, Figure 2).

The images above show how agave leaf has a thick cuticle,
with waxy coating and an accumulation probably of calcium
oxalate shaped bodies, allowing to isolate the leaf surface
and impenetrable to gases such as CO2 and water vapor, as
well as protection against adverse environmental agents. It
can also be noted that the cells contain large vacuoles for
the accumulation of organic acids and water.

In the mesophyll, in palisade cells, what were probably
prismatic crystals of calcium oxalate (Figure 2,
photomicrograph D) were observed. In plants of 1.5 years
old, the average thickness of the adaxial cuticle varied
according to the region where the sample was taken: at
the apex it was 17.1um, while in the middle part it was
19.1um.

Regarding the penetration routes, 30 minutes after the
application of foliar fertilizer with rapid green and naphthol
black blue (F-VR-ANN), the F-VR-ANN accumulated in
the cuticle, which is a layer found above the epidermis (E)
(photomicrograph A, Figure 3), at 60 minutes in the ostioles
of the stomata (ES) (photomicrograph B, Figure 3), and at
90 and 120 min in the stomatal chamber and parenchymal
cells in palisade (PE), respectively (photomicrographs C
and D, Figure 3). The use of rapid green and black blue
Naftol dyes as tracers allowed to observe its accumulation
in the stomata and in the cuticle, to later find them in the
parenchyma cells, with these evidences it can be pointed
out that the solutes penetration is via stoma and cuticular;
however, it is necessary to perform more tests for more
consistent information about these penetration pathways
in Agave tequilana.

Inthe application of the foliar fertilizer with calcofluor (FC),
in the photomicrographs A and B of Figure 4, cross sections
of leaf are shown, seen under the light and fluorescence
microscope respectively, the cuticle(C) and the palisade
parenchyma (PE) are shown. At 30 minutes after sprinkling,
the F-C accumulated in the cuticle after the application
and there was little fluorescence in the mesophile cells
(photomicrography C, Figure 4). At 60 min, fluorescence
was observed in the epidermal cells (photomicrograph D,
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Figura 3. Fotomicrografias de secciones transversales en
hojas de agave asperjadas con el fertilizante 4-17-17
mas verde rapido y azul negro de naftol. A=1la flecha
indica la presencia del fertilizante a 30 min después
de la aplicacion en la superficie de la hoja; epidermis
(E), parénquima en empalizada (PE). B: a 60 min el
fertilizante se ubico en los estomas (ES), parénquima en
empalizada (PE). C=a90 min el fertilizante se ubico en
el parénquima en empalizada (PE), estomas (ES). D=a
120 min el fertilizante se mantuvo en este mismo lugar;
estomas (ES), parénquima en empalizada (PE).

Figure 3. Photomicrographs of cross-sections in agave leaves
sprinkled with 4-17-17 fertilizer plus rast green and
naphthollue black. A=the arrow indicates the presence
of fertilizer at 30 minutes after application to the leaf
surface; epidermis (E), palisade parenchyma (PE). B=
at 60 min the fertilizer was placed in the stomates (ES),
palisade parenchyma (PE). C= at 90 min the fertilizer
was located in the palisade parenchyma (PE), stomata
(ES). D=at 120 min the fertilizer remained at the same
place; stomata (ES), palisade parenchyma (PE).

Losestomas se encuentran tanto en el hazcomo enelenvés de
lahojayloshaces vasculares de mayor tamafio se encuentran
en la porcion central del mesofilo, mientras que los de menor
tamarfio en el limite interno del parénquima en empalizada. En
elparénquimaen empalizadase observo la probable presencia
de cristales, quizas de oxalato de calcio, en forma de prismas.

Hay diferencias en el grosor de la cuticula, la cual vario en
funcién de una region a otra de la hoja; en la region apical
conun valor promedio de 17.1 pm, mientras que en la parte
media fue de 19.1um.
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Figure 4). At 90 min after application, a slight increase
of fluorescence was observed in some mesophile cells
(photomicrograph E, Figure 4); and at 2 h, in all mesophyll
tissues, including the sub-static chambers (photomicrograph
F, Figure 4).

Figura 4. Fotomicrografias de secciones transversales en
hojas de agave asperjadas con el fertilizante
4-17-17 con el calcofluor. A= seccion de hoja sin
aplicacion del fertilizante observada con microscopio
de luz; cuticula (C), parénquima en empalizada (PE).
B= seccion de hoja sin aplicacion del fertilizante
observada conmicroscopio de fluorescencia; cuticula
(C), parénquima en empalizada (PE). C=Las flechas
sefialan la fluorescencia donde lasolucion fertilizante
mas calcofluor se encuentra a 30 min, cuticula (C),
parénquima en empalizada (PE). D= a 60 min;
cuticula (C), parénquima en empalizada (PE). E=a
90 min; cuticula (C), parénquima en empalizada (PE).
F=a 120 min después de la aplicacion; cuticula (C),
parénquima en empalizada (PE).

Figure 4. Photomicrographs of cross sections in agave leaves
sprayed with 4-17-17 fertilizer with calcofluor.
A= leaf section without fertilizer application
observed with light microscope; cuticle (C), palisade
parenchyma (PE). B= leaf section without fertilizer
application observed with fluorescence microscope;
cuticle (C), palisade parenchyma (PE). C= Arrows
point fluorescence where fertilizer plus calcofluor is
found at 30 min, cuticle (C), palisade parenchyma (PE).
D=60min; cuticle (C), palisade parenchyma (PE). E=
at 90 minutes; cuticle (C), palisade parenchyma (PE).
F= at 120 min after application; cuticle (C), palisade
parenchyma (PE).
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Conclusiones

Se observo penetracion de la solucidon de fertilizante-
verde rapido + azul negro de naftol a través de los estomas
y posteriormente se visualizo en el parénquima. Con el
fertilizante-calcofluor se observo penetracion de lasolucion,
ya que se tifie practicamente la cuticula, los estomas, la
epidermis, las células en empalizada y las células del
parénquima esponjoso.
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Stomas are found in both the bundle and the underside ofthe
leaf'and the larger vascular bundles are found in the central
portion of the mesophyll, while the smaller bundles in the
inner border of the palisade parenchyma. In the palisade
parenchyma, the probable presence of crystals, possibly of
calcium oxalate, was observed in the form of prisms.

There are differences in the cuticle thickness, which varies
depending on the region of the leaf; in the apical region
with an average value of 17.1 pum, while in the middle part
itwas 19.1 pm.

Conclusions

Penetration of the fast-green fertilizer solution + naphthol
black bluethroughthe stomatawas observed and subsequently
visualized in the parenchyma. With the fertilizer-calcofluor
penetration of the solution was observed, as it practically
stained the cuticle, the stomata, the epidermis, the palisade
cells and the cells of the spongy parenchyma.
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