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RESUMEN

En los agaves, al igual que en otras plantas la cuticula es un sistema que evita la
evaporacién del agua de la planta, ya que provee a las hojas una membrana extracelular
protectora que actiia como barrera de permeabilidad a 1a pérdida de agua y a la aplicacién

de compuestos por via foliar. Existen estudios de permeabilidad de cuticulas de algunas
iedades de la cuticula a diferentes compuestos y

plantas y irboles que d ran las prop
su velocidad de penetracién (Kerstiens, 1996; Niederl y cols, 1998). Sin embargo para 4.
tequilana no existe informacién sobre la permeabilidad de la cuticula. La necesidad de un
estudio de permeabilidad a través de las hojas surge de los problemas actuales en cuanto a
la pérdida de iones causada por el lavado excesivo de los suelos en las zonas
denominadas de origen donde se da el cultivo de A. tequilana (Valenzuela, 1994). Para
realizar las pruebas de permeabilidad se utilizaron fragmentos circulares de la hoja (FCH)
tes de pl de cultivos de tejidos vegetales de la parte del cogollo

P

de un afio, prov
por el haz (parte adaxial de la hoja). Se realizaron las pruebas de permeabilidad

utilizando: *H>0, Na®’Cl, 2NaCl, *SRbC! y *°CaCl,. Un tubo Eppendorf cortado por la
mitad y sellado con un elastémero de silicona de nombre comcrcia.l' Oranwash® resulté
ser el dispositivo ideal para contener Ia solucién marcada y evitar fugas, con un area de
0.66 cm?, Los resultados obtenidos sobre la permeabilidad a distintos iones sugieren que
la permeabilidad a los iones es practicamente nula con respecto a la observada para el
agua marcada con tritio, que llega a alcanzar una incorporacién de hasta 1 mmol-cm™ a
las 8 horas de aplicada. Para favorecer la incorporacion de los iones, se utilizaron 5

agentes tensoactivos comerciales, cada uno aplicado por separado a cada solucién de
ta, con un periodo de exposicién de 5 horas.

estudio en la dosis r dada en la etiq
Se encontré que el Full-Extensor® (poliéter de polimetil siloxano) es el que mas favorece

la penetracién de los iones. Con base en e¢sto se realizaron pruebas para ratificar la
incorporacién a lo largo del FCH, observando que los iones se difunden hasta el meséfilo

en distintas proporciones y esto comprueba que atraviesan la cuticula.



ANTECEDENTES

El agave tequilero: Agave tequilana Weber variedad azul.

idades y capacidades del homb

Los usos del agave son tan diversos como las fe: e.

Las distintas especies de agave y los productos obtenidos de ellas han tenido una enorme
influencia econémica, social y cultural en la historia de México. Entre las bebidas que se
destilan de los agaves esta el tequila, originario del estado de Jalisco. El agave tequilero
enfrenta hoy una crisis productiva por su excesiva explotacién, la disminucién de la
calidad de los suelos ocasionada por el lavado excesivo, asf como la afectacién y pérdida
de plantas por la presencia de plagas y enfermedades, resultado de la escasa investigacién
y desarrollo de la tecnologia (Valenzuela, 1994; Nobel, 1998).

Situacic ! de la industria tequilera

El agave azul, a diferencia de otros cultivos, requicre de ocho a diez aflos para su
maduracién fisiolégica y la formacién de los azicares fermentables que contiene la pifia,

iel, materia prima de partida para la elaboracién

que son ios para ob el

del tequila (Valenzuela, 1994; Nobel, 1998.). Por esta razén se ha generado una escasez
de materia prima, que se presenta de manera ciclica; 1a crisis de abasto que afecta hoy la
produccién de tequila y que persistird en los préximos afios, no sélo se debe a las plagas y
heladas que daiiaron los plantios en 1997, sino al ciclo previo de sobreproduccién del
agave que ocasiond la desaparicién de muchos millones de plantas, a una actividad
agricola intensa que no permitié la rotacién de cultivos, a un sistema inadecuado de

fertilizacién del suelo y a la falta de un control de plagas efectivo (Consejo Regulador del

Tequila, 2002).



Después de que por muchas décadas fue considerado como popular, a principios de
los afios noventa, el tequila logré consolidarse como una de las bebidas con mas
demanda, tanto a nivel nacional como internacional. El auge tequilero de los noventa
incentivé la produccién de agave; el exceso de oferta originé problemas de
comercializacién y finalmente el abandono de las plantaciones y la pérdida de las
reservas necesarias para hacer frente a la creciente demanda de la industria. La menor
disponibilidad de agave azul empezé a sentirse a principios del 2002 y sus precios
aumentaron significativamente. Actualmente, el tequila se exporta a paises como Estados
Unidos, Alemania, Canadd, Espafia, Japén, Gran Bretafia, Australia, Italia y Suiza y su
competitividad ha disminuido en los 1iltimos meses por los aumentos en los precios; se
empieza a sentir la presién de algunos sectores de la industria para reducir el contenido de
agave de la norma para la fabricacién de tequilas mixtos, para mantener asi sus
volimenes de produccién, su precio y su presencia en el mercado nacional e
internacional. Esta modificacién, sin embargo afectaria la imagcn del producto, ya que

serd fundamental mr la denomi ion de origen y el posicionamiento del producto

(CRT, 2002).

Norma Oficial
La Norma Oficial Mexicana (NOM) permite la elaboracion de tequila a partir de 51%

de azicares propios de agave y 49% de otras fi principal fructosa de maiz,

porcentajes que fueron ratificados por la NOM 006-SCFI-1994 emitida por la SECOFI en
1994 y publicada el 14 de agosto de 1997 en el Diario Oficial de la Federacién. La norma
establece la zona en donde podra ser cultivado el agave como materia prima para la

fabricacién del tequila. No se prohibe el cultivo de A. requilana Weber azul en otras



zonas, sino que se sefialan aquellas de las cuales se podra extracr para que el producto sea

considerado como tequila, que es lo que respalda la calidad del producto en México y el
exterior.

De esta forma, la norma establece que el agave puede ser cultivado en Jos estados de
Jalisco, Guanajuato, Nayarit, Tamaulipas y Michoacan.

Ademais la norma permite la reduccién del ido de alcohol proveniente de agave

en el tequila hasta en un 51% como ya se habia mencionado, debido a la enorme demanda

que se ha generado en México y el resto del mundo.

De acuerdo con el por ije de los azicares proveni del agave, se distinguen
dos categorias de tequila, La primera, Tequila 100% de agave, se define como el
producto que se obtiene de la destilacién y rectificacién de mostos, preparados directa y
originalmente del material extraido dentro de las instalaciones de la fabrica, derivado de
la molienda de las cabezas maduras de agave, previa o posteriormente hidrolizadas o
cocidas, y sometidos a fermentacién alcohélica con levaduras, cultivadas o no. Para que
este producto sea considerado como "Tequila 100% de agave" o "Tequila 100% puro de
agave”, debe ser embotellado en la planta de envasado que controle el propio fabricante,
que debera estar ubicada dentro de la zona de denominacién de origen. La segunda
categoria Tequila se define como producto que se obtiene de la destilacién y rectificacién
de mostos, en cuya formulacién se han adicionado hasta una proporcién no mayor del
49% de aztcares distintos a los derivados de la molienda, extraidos dentro de las
instalaciones de la fébrica, de las cabezas maduras del agave, previa o posteriormente
hidrolizadas o cocidas y sometidos a fermentacién alcohélica con levaduras, cultivadas o

no, en el sentido de que no estan permitidas las mezclas en frio.



La denominacién de origen ha tomado un papel juridico a nivel internacional,
encauzada a cvitar que los nombres de algunos productos que tienen prestigio o
reconocimiento, sean utilizados en forma genérica por cualquier persona, empresa,
gobierno, etc. Esto permite a los consumidores tener la seguridad de que el producto
adquirido cumple con las expectativas de calidad y caracteristicas del producto elegido,
es por ello que el CRT ha elaborado un documento en donde explica las caracteristicas de
la etiqueta que ostenta el producto embotellado, la cual debe incluir datos importantes
como el nllimero de autorizacién del destilador, siglas de 1a NOM, % de alcohol volumen,
Yy si es 100% agave, debe de tener el simbolo de denominacién de origen entre otros (Fig.
1). Con esto se acepta que el nombre tequila sea aplicado solamente al aguardiente
potable obtenido por la destilaciéon de A. requilana que se produce en el municipio de

Tequila y otras regiones de Jalisco, y protege al tequila contra la elaboracién de

imi iones prc 3 de otros pai
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A. tequilana pertenece al reino vegetal y al subreino de las fanerégamas. Su familia
es la Agavaceae y esta integrada por ocho géneros, entre los cuales se encuentra el género
Agave. De esta Familia en el continente americano se encuentran 273 especies descritas

desde el norte de Dakota hasta Bolivia y Paraguay. México cuenta con 205 especies, de

las cuales 151 son endémicas.

A su vez A. tequilana sc incluye en la seccién Rigidae, a la cual pertenecen una gran
cantidad de especies fibreras y mezcaleras de México; este grupo se puede reconocer por

la forma de sus hojas angostas y muy rigidas. La Fig. 2 muestra la clasificacién propuesta

por Cronquisten 1981.

Reino Vegetal
Divisién Angiopermee
Case Lonaotiledoncae

Orden Liliales
Familia Asavacae

Género y espede ' Aeare tequitig

émica de 4. ile Weber (G dos, 1993)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 2 Clasi i6




Descripcidon botdanica

A. tequilana Weber es una planta surculosa; esto se refiere al renuevo a partir de un tallo
viejo, que se extiende radialmente, de 1.2 a 1.8 metros de altura. Su tallo es grueso, corto,
de 30 a 50 cm. de altura al madurar. Las hojas de 90 a 120 cm. son lanceoladas (de base
m‘és o menos amplia, atenuada hacia el dpice), acuminadas (apice de hoja con margenes
rectos que terminan en un ingulo menor a los 45 grados) y de fibras firmes, casi siempre

rigidamente estiradas, céncavas, de dentes a hori tales. Lo mas ancho de las hojas

se encuentra hacia la mitad y son angostas y gruesas hacia la base, generalmente de color
verde azulado. El borde de las hojas es recto a ondulado o repando (tipo de margen con
entradas escasas, graduales e irregulares); los dientes suelen ser de tamaiio regular y

espaciados irregularr , en su mayoria de 3 a 6 mm de largo a la mitad de la hoja. Los

P

apices de los dientes son delgados, curvos o de orientacién curveada, desde poca altura de
la base piramidal. Los dientes son de color café claro a oscuro, de 1 a 2 cm. de
separacién; rara vez son largos. La espina suele ser corta, de 1 a 2 cm. de largo, pocas

veces larga achatada o abiert te surcada de arriba; su base es ancha, café oscura

decurrente o no decurrente. La inflor ia es una panfcula (muy ramificada)de 5 a 6

metros de altura y densamente ramosa a lo largo; es larga y difusa, de flores verdes y
estambres rosados. Las flores son de 68 a 75 mm de largo con bracteolas (bractea

ia general sobre el pedicelo) sobre los pedicelos (soporte individual de una

flor que forma parte de una inflorescencia) de 3 a 8 mm de longitud. El ovario esde 32 a
38 mm de largo, cilindrico con cuello corto, inconstricto, casi terminado en punta sobre la
base. El tubo floral es de 10 mm de ancho, en forma de embudo y surcado. Los pétalos
son desiguales, de 25 a 28 mm de longitud por 4 mm de ancho, lineales y erectos, pero

ripidamente flojos en la floracién, cambiando entonces a cafesosos y secos. Los

10



filamentos miden dec 45 a 50 mm de largo, doblados hacia adentro junto al pistilo, insertos
de 7 a 5 cerca de la base del tubo. El fruto es una capsula ovalada que termina

gradualmente en una punta rigida y aguda (Valenzuela, 1994).

Zonas de plantacién y condiciones de desarrollo.

El agave tequilero se ha convertido en un cultivo importante, principalmente en cl
estado de Jalisco, debido a que la demanda de tequila aumenté a partir de 1a obtencién de
la denominacién de origen; este incremento fue paralelo a 1a disminucién de la superficie
cuitivada de agave debido entre otras causas al bajo precio de las piflas entre los afios de
1996-1998 y a distintas plagas que atacaron los cultivos tales como el piojo harinoso, el
picudo del agave, y algunas especies de hongus que atacan principalmente al cogollo
(CRT, 2002).

Por lo tanto, el interés en establecer nuevas zonas de cultivo ha ido aumentando;
ademas de las zonas tradicionales de cultivo, se han utilizado otras con ambientes mas
calidos 0 mads frios. Pero se sabe que la temperatura puede influir en procesos fisiolégicos
basicos como la fotosintesis y la respiracién (Ruiz-Corral y cols., 2002), estos procesos
son importantes, pues determinan la cantidad de aziicares que se forman en las hojas y
que posteriormente se transportan y se almacenan en las piftas.

El éptimo desarrollo de A. tequilana se da en aquellas regiones donde la temperatura

no desciende de los -7°C, ya que las temperaturas menores a esta causan dafios severos en

Ia planta. Ademas deben tener la lidad de que la temperatura por la noche oscile entre
los 12-16°C y por el dia entre 22-26°C, ya que a estas temperaturas son mayores los

valores de asimilacién de CO; aproximadamente de 700 mmol-m2-d"!, importantes para

11



tener una mayor ganancia de carbono y llevar a cabo de una manera optima el proceso de
fotosintesis (Ruiz-Corral y cols., 2002).

La regién cultivada con mayor antigtiedad corresponde a Tequila Jalisco; aunque en
la regién de los a Altos es donde surgié la actividad agroindustrial del agave tequilero,
ambas regiones conforman dos nicleos geogrificos separados con sistemnas de
produccién de agave muy diferentes en cuanto a condiciones ambientales, como el clima
y los suelos. En realidad las plantaciones de agave no siguen estrictamente una
distribucién bajo los limites municipales; se estima que el agave tequilero se cultiva en
bajos porcentajes en municipios del sur de Jalisco en municipios como Tonaya y
Venustiano Carranza, Tlajomulco y Jocotepec. Dentro de ese bajo porcentaje se
encuentran las plantaciones de los estados de Guanajuato, Michoacan, Nayarit y
Tamaulipas (Fig. 3).

La norma establece que ¢l agave puede ser cultivado en todo €l estado de Jalisco con

124 municipios, en 7 municipios de G 1) >, 8 de Nayarit, 11 de Tamaulipas y 29 de

Michoacan.

12



Fig.3 En el mapa se observan las zonas permitidas por la norma y que estan contempladas por {a
denominacién de origen (CRT, 2002)

Labores agricolas.

La productividad de un sistema de cultivo se determina basiandose en el costo de
inversién, en relacién con la aplicacién de fertilizantes, abonos, herbicidas, insecticidas,
la introduccién de maquinaria, el periodo de tiempo de acuerdo con las caracteristicas del
cultivo en el cual se obtiene la cosecha y €l rendimiento del producto principal, asi como
de los productos secundarios. En el sistema agavero, el uso de fertilizantes, abonos,
herbicidas e insecticidas, en la zona de cultivo de - 4. tequilana es irregular y suele
depender de 1a tecnologia que utilice el agricultor, ya que para algunos el agave no
necesita de estos compuestos para su buen desarrollo; no obstante los cultivos que

pertenecen a las industrias manejan con mayor regularidad estos productos (Granados,

1998).




En cualquier si de prod ion de agave se requiere un mantenimiento anual en el

que se atiendan aspectos basicos como el laboreo de suclos, podas, fertilizaciéon y
aplicacién de abonos, prevencién y control de plagas y enfermedades y control de
malezas, utilizando para ello un control quimico y un control manual.

Las labores agricolas manuales de mantenimiento del cultivo requicren de aprendizaje y
capacitacién especifica (Valenzuela, 1994).

Inicialmente los herbicidas en ¢l agave se utilizaron bajo el criterio de experiencias
personales, y las recomendaciones carecian de fundamentos sélidos de investigacién.
Esto trajo como consecuencia resultados de campo no deseables y creé un ambiente de
confusién y desconfianza cn el uso de estos productos entre los productores de agave.

Actualmente el control guimico se ha generalizado entre los productores de agave por
representar ventajas econémicas comparadas con el control manual o mecéanico; sin
embargo, el uso de herbicidas y fertilizantes en el cultivo del agave puede ser delicado
cuando los productos utilizados se aplican fuera de las recomendaciones técnicas. Es por

ello que el productor debe estar consciente de que no existen herbicidas completamente

selectivos al agave tequilero y que cs muy importante que sel ione un prod > cuya
efectividad haya sido probada, ya que muchas veces estos compuestos no logran cumplir
la funcién deseada, simplemente porque no logran librar las barreras medioambientales.
Es notable la falta de investigacién de productos quimicos dirigidos a los cultivos de
A. tequilana. Hasta ahora no existe ningiin producto dirigido especificamente para este
cultivo (Vademécum Agricola, 2002.); existen s6lo unos pocos para €l género Agave, lo
cual refleja la carencia de investigaciones en esta planta enfocadas al desarrollo de Ia
industria del Tequila. En los altimos 20 afios han sido minimas (Fig. 4) en comparacién

con las investigaciones que hasta 1996 se han realizado en el maiz. Cabe mencionar que
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en cuanto a las exportaciones de productos mexicanos como el propio maiz, este deja un

ingreso mas bajo que el tequila (tabla 1), contradiciendo la prioridad en investigaciones

que se le ha dado a otros productos de origen alimentario.
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‘Tabla 1. Algunos de los principales productos cxportados en México durante Enero 2003 (Bancomext,
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blicadas de 4.

¥ J
1995 2000

le reportadas hasta 1996.

NG de i

(Australian

2003).

New Crops , 2003).

Principales productos exportados no petroleros

Enero 2003
Producto Tequila Manteca de cacao Maiz
Monto (millones de 41 1 1
. délares)
Numero de publicaciones 88 16 980
(reporte 1996)
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Permeabilidad.

de una brana selectiva hacia

El término permeabilidad implica la exi
algunos compuestos, que permite o no su paso hacia el otro lado de ella. La aplicacién de
los compuestos quimicos en los cultivos es un proceso complejo, ya que en algunos de
los casos se requiere que difundan hacia el interior de la planta, entendiendo como
difusién en las plantas al mecanismo mediante el cual una molécula penetra la cuticula
(Bukovac y Petracek, 1993). La cuticula en las plantas es una membrana que impide ¢l
paso de sustancias hacia el interior de las hojas por la estructura compleja que la compone
¥ las ceras que la rodean; a su vez los estomas de las hojas actian como poros mediante
los cuales las sustancias pueden penetrar bajo ciertas condiciones; sin embargo, para 4.
tequilana no hay estudios concretos sobre la fisiologia de la cuticula y los estomas, ni

sobre sus implicaciones tecnoldgicas.

Estructura de la cuticula.

La cuticula (Fig. 5) es una capa extracelular protectora que cubre a las hojas y forma
una interfase entre el interior de las hojas y el medio externo, por lo que actia como una

barrera de permeabilidad (Kerstiens, 1996).
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Fig. 5. Esquema de la epidermis y las capas que conforman la cuticula (Flores-Vindas, 1999).

Esta estructura se compone de una capa lipidica extracelular que actiia como una
intcrfasé entre 1a célula epidérmica vegetal y el medio externo. Consta de una matriz
insoluble de biopolimeros llamada cutina, que esta entrelazada mediante 4cidos grasos
hidroxilados de cadena larga y tiene embebidos compuestos solubles en solventes
organicos conocidos como ceras. (Reina y Borraz, 2003).

La matriz insoluble de biopolimeros es una red tridimensional compuesta por ceras y
microfibrillas de polisacaridos; cuando el polimero lipofilico es un poliéster de acidos
grasos hidroxi o epoxi de cadena de 16 a 18 carbonos es llamado cutina. Los acidos
grasos son principalmente una mezcla de acido palmitico hidroxilado (C16) y acido
oleico (C18), y cuando no se hidroliza por calentamicﬁto con BFs/metanol (el cual rompe
los enlaces éster de la cutina) es llamado cutédn. La composicién relativa de cutina y cutin
en la matriz polimérica lipidica varia entre 0 y 100%. (Kerstiens, 2001)

Las ceras que se encuentran en la superficie externa de la cuticula se denominan ceras

epicuticulares, y forman una pelicula lisa cristalina muy delgada como polvo blanco que
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sirve de proteccién para el organismo; por su naturaleza contribuyen a la regulacién de la
transpiracién, y la manera como se encuentran en el tejido epidérmico tiende a favorecer
la conservacién de un medio estable en temperatura y humedad (Villagrin, 1939). La

forma de cristalizacién de las ceras epicuticulares depende de su composicién, del estado

: hi 1

de desarrollo de la planta y del efecto directo o indirecto de cor
como el ozono, la lluvia 4cida o las particulas de polvo (Reina y Borraz, 2003).

Las ceras restantes, y posiblemente la mayor fraccién de las ceras totales son
llamadas ceras intracuticulares, que se encuentran embebidas en el polimero de cutina. La
composicién de las ceras cuticulares es muy variable entre los distintos grupos
filogenéticos, diferentes especies e individuos, y entre los distintos estados de crecimiento
de un mismo individuo; su biosintesis se lleva a cabo en las células epidérmicas mediante
diferentes rutas bioquimicas que se regulan como respuesta a los factores ambientales
como la humedad relativa, humedad de la tierra ¢ intensidad luminosa. Sus principales

compc son cad de n-al alcoholes primarios y secundarios, aldehidos,

cetonas impares entre 12 y 37 carbonos, icidos grasos de cadena larga en las ceras
epicuticulares y corta en las intracuticulares, y largas cadenas de ésteres con 30-72
carbonos. Algunas cuticulas también poseen compuestos ciclicos tales como triterpenos
pentaciclicos, flavonoides y #cidos derivados del aAcido hidroxicinamico. Las ceras
cuticulares pueden ser extraidas con solventes orginicos como cloroformo y analizadas
por cromatografia de capa fina y cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas (Kolattukudy, 2001).

La importancia de la composicién quimica de las ceras epicuticulares radica en la
estrecha relacién que existe con la morfologia y ultraestructura de las mismas. De este

modo, la presencia de unos u otros componentes determina la aparicién de estructuras de
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muy distintas morfologias (hélices, tubulos, cintas, varillas o placas) ya scan de tipo
cristalino o amorfo. Asi, los hidrocarburos y alcoholes primarios cristalizan en forma de
placas, los alcoholes secundarios, cetonas y beta-dicetonas lo hacen como tibulos, los
aldehidos cristalizan en forma de varillas y los dioles como cintas; por el contrario los
triterpenos dan lugar a estructuras mayoritariamente amorfas (Reina y Borraz, 2003).
Debido al tamaiio relativamente grande de las moléculas que componen la cuticula y
su naturaleza altamente hidrofébica, les proporciona a las plantas una barrera importante
a la pérdida de agua, evitando su evaporacién y la pérdida de sustancias del interior de la
hoja, ademas de actuar como barrera fisica contra la penetracién de patégenos ¢ insectos
y la absorcién y difusion de compuestos aplicados exégenamente (Casado y Heredia,
2001); la cuticula juega por tantc un papel importante en la adaptacién de las plantas al
medio ambiente en donde se desarrollan. La cuticula de las plantas no se conoce con
claridad, en parte porque la morfologia y la composicién quimica pueden variar de
especie a especie y en las distintas etapas de desarrollo de los individuos. Para la cuticula
de A. requilana, no se han descrito las caracteristicas estructurales ni se conocen reportes
de la composicién quimica de otras especies de agave solo se conoce la estructura

morfolégica de A. helaris y A. leh i J bi, en los cuales se observa que estin

J

totalmente recubiertos por una gruesa capa de cutina, desarrollada de igual forma en el

haz y en el envés, y su cuticula llega a medir de 25 um a 50 um de espesor (Villagran,

1939).
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Metabolismo y

Las plantas en general fijan diéxido de carbono en presencia de luz solar; en estas
condiciones, los estomas, poros microscépicos, de las hojas se abren, y comienza el
intercambio de gases con el medio, incluyendo vapor de agua; este intercambio

representa una pérdida importante de agua para las plantas. En ¢l caso de los agaves,

estos evolucionaron en condiciones de poca h dad y forzc tuvieron que
modificar su metabolismo para impedir que el agua almacenada se perdiera facilmente,
de tal manera que los estomas se abren durante la noche para tomar diéxido de carbono y

disminuir la salida de agua.

Una de las caracteristicas mas importantes de este tipo de metabolismo es que el
diéxido de carbono es fijado en la oscuridad en forma de icidos orginicos, por lo que la
acidez de los tejidos aumenta durante la noche y es por esto que se le conoce como

metabolismo del acido crasuldceo, o metabolismo CAM (Valenzuela, 1994).

Como se mencioné anteriormente, para facilitar el intercambio de gases de las hojas
con sus alrededores, los estomas deben abrirse, pero ademas las moléculas se impulsan
por un gradiente de concentracién que les permite entrar o salir de los tejidos celulares;
en general se mueven hacia regiones de menor concentracién, mediante el fenémeno

conocido como difusién.

La tasa de difusién aumenta a medida que aumenta la diferencia de concentracién
entre dos regiones, la concentracién de vapor de agua dentro de los tallos y de las hojas
de los agaves esta esencialmente saturada, y aumenta con la temperatura. Gracias a que
los estomas permanecen cerrados durante las horas de luz y con temperaturas alrededor

de los 30°C, la diferencia de concentracién entre el tejido y el medio provoca la difusién
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fuera de la planta; este proceso es conocido como transpiracién. En la noche, con una
temperatura de 10°C las particulas difunden lentamente a través de los poros
cstorndticos, por lo que la pérdida de agua es menor, siendo este un sistema muy

ventajoso aplicado por los agaves para conservar €l agua (Nobel, 1998).

Los estomas o poros estomiticos son estructuras formadas por dos células

especializadas llamadas células guarda, oclusivas o estomdticas (con forma de rifién).

tular 1t do ostiolo o poro estomitico, los

Entre estas células existe un espacio inter
cambios de turgencia en estas células regulan la apertura de los estormas. Las células que
se encuentran en contacto directo con los estomas se llaman células auxiliares adyacentes

o subsidiarias, cuya funcién es coadyuvar a las funciones de los estomas (Arzate-

Fermnandez, 2001). Cuando se produce la apertura, el estoma alinea su camara
subestomitica con los tejidos del mesdéfilo y con esto se crea un portal a través del cual se
da el intercambio de gases entre las células de las hojas y el medio ambiente, por lo que
los estomas juegan un papel importante en la permeabilidad de compuestos aplicados por
via exdgena (Flores-Vindas, 1999). Los estomas se encuentran en las partes aéreas de
pricticamente toda la flora terrestre; aunque con frecuencia se encuentran en las hojas,
también pueden encontrarse en tejidos como tallos, frutos y partes de inflorescencias.
Pueden localizarse en las dos caras de la hoja o pueden estar restringidos en la superficie
inferior de las hojas. Las hojas que tienen estomas en ambas caras se denominan
anfiestomaticas, las que los tienen en la superficie inferior se denominan hipoestomaticas.
La funcidn especifica de los estomas es regular el intercambio de gases de la planta con
su medio; por lo tanto los estomas desempeilan un papel vital en el mantenimiento de la

homeostasis de la planta. En los agaves, la pérdida de agua tiene lugar principalmente a
través de los estomas (Fig. 6).
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Fig. 6. Estoma de 4. requilana Wcber

Por su naturaleza, los estomas han estado implicados en el proceso de absorcién
foliar; sin embargo, se desconocen los mecanismos. Algunos estudios revelan que las
penetracién foliar es mayor en superficies con mayor densidad estomitica (Holloway y

cols., 1994) por Io que los estomas podian proveer vias directas para la penetracién.

Adcmas de la cuticula y Jos estomas, existen otros factores que pueden influir en la
permeabilidad de un compuesto aplicado por via foliar, como el estado fisico del

compuesto, el punto de fusién, y su naturaleza. Existe un modelo que describe los

&

por p >s que inv una serie

factores que influyen en la p -acion

de pasos implicados en la penetracién de un compuesto sélido sobre una superficie
permeable (Holloway y cols., 1994):

1) El compuesto sélido debe de estar en solucién

2) Se debe aplicar sobre la superficie; en ¢l caso de las plantas sobre l1a cuticula
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3) Debe librar la barrea medioambiental (evaporacién, remocién por lavado,

fotodescomposicion)
4) Debe moverse hasta €l punto donde va a actuar
Las reglas empiricas que rigen dicha penetracién son:

1) Los solutos no polares son absorbidos mejor que los polares

2) Los agentes lipoidales p an mas facil que los no lipidicos

3) Los sélidos con bajo punto de fusién son mas facilmente absorbidos que los de
alto punto de fusién y los liquidos a su vez son mas ficiimente absorbidos que los
anteriores.

Estas generalizaciones pueden aplicarse de iguat fon'l;a a la penetracién foliar

(Holloway y cols., 1994), por lo que se¢ deben de tomar en cuenta como factores que

influyen en la permeabilidad.

£

Para las hojas intactas, el modelo de penctracién foliar de p >S Org
diluidos en soluciones acuosas puede describirse en cuatro pasos (Kerstiens, 1996):

1) Absorcién en la superficie

2) Disolucién en las ceras y/o en la cutina que forman una barrera al transporte

3) Difusién a través de la barrera de transporte de ceras y de la matriz polimérica
adyacente

4) Transferencia o desorcién del soluto de la mell'nbrana cuticular hacia ¢l apoplasto
de la pared celular.

Aunados a estos modelos se han descrito las rutas de penetracién de algunos solutos;

pal barrcra a

Hamilton y cols. (1982) mencionan que las ceras epicuticul son la pri

la difusién de agua, gases y solutos quc atraviesan la cuticula, en la que las zonas

cristalinas no son permeables, pero las amorfas que las separan vertical y horizontalmente
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permiten la difusién de las moléculas. Aunque el paso es muy dificil, estas zonas amorfas

son denc das poros ¥ se cree que esta €s una de las dos vias existentes para la
difusién de sustancias a través de la cuticula y la cual es especifica para sustancias
polares, como en el caso de la difusién de *°Cl1 (Schénherr, 2000), l1a otra via se da por

dominios lipofilicos para sustancias hidrofébicas como los herbicidas (Kerstiens, 1996).

Uso de tensoactivos en 1a apli i6n de P tos via foliar.

Una vez conocidas las barreras de permeabilidad, sabemos que para favorecer la
entrada de compuestos aplicados por via foliar, habria que seguir un riguroso sistema de
control de aplicaciéon de quimicos en las plantas, dado que se decben respetar las
condiciones en que mejor una planta con metabolismo CAM difunde los compuestos al
interior. El uso de fertilizantes, herbicidas e insecticidas aplicados via foliar en las plantas
es efectivo cuando el compuesto Icgra pasar la barrera cuticular de la planta y penetrar al
interior, trasladidndose al sitio en donde va a cumplir su funcién. Existen numecrosas

for laciones de >s que utilizan agentes tensoactivos que ayudan al proceso

P

cumpliendo diferentes funciones, ya sea mediante la humectacién, penetracién,

activacién, o emulsificacién, Los efectos de los coadyuvantes quimi en las pl son
muy complejos, ya que dependen de la composiciéon de la membrana cuticular y del
compuesto que se quiera aplicar (Holloway y cols., 1994).

Los ter ivos, 11 dos también surf: o de superficic

activa, son especies quimicas con una naturaleza o estructura polar-no polar (anfifilicos),
con tendencia a localizarse "convenientemente” en la interfase, formando una capa

monomolecular adsorbida en la interfase (Young,1951).
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Las soluciones de tensoactivos resultan activas al colocarse en forma de capa
monomolecular adsorbida en la superficie entre las fases hidrofilicas ¢ hidrofébicas. Esta

bicacién "impide" el trifico de léculas que van de la superficie al interior de liquido

en busca de un estado de mecnor energia, disminuyendo asi, el fenémcno de tensién
superficial (y). Otra propiedad de los tensoactivos consiste en que en solucién diluida se

portan como olitos nor

1 pero a una cierta concentracién bien definida,
ocurren cambios fisicoquimicos como un cambio brusco de tensién superficial, de

conductividad é de presién osmética, etc. (Unda, 2003).
En general, los surfactantes agricolas se clasifican de acuerdo a su accién en:

H que la capacidad de un liquido para humedecer, logrando con

cllo mayor cubrimiento y penctracién de la mezcla aplicada.

Emulsifi que bilizan la dispersién coloidal proveni dela la de dos o
mds liquidos inmiscibles o parcial iscibl
Disper que red la adhesién entre particulas y r i 1 1a estabilidad de las

do la formacién de grumos y sedimentos.

ser considerados como

Algunos suf: por sus i fisicas p

"adherentes”, que pued la idad de uha la para per por mas

P

tiempo sobre una superficie, atin bajo condiciones desfavorables, propiedades derivadas

todas de su efecto "Hipotensor” y que en mayor o menor grado pueden presentar

(Jiménez y Macarulla, 1989).
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Efectos de humectacién.

Cuando una pequefia cantidad de un liquido se coloca sobre una superficic plana
como la superficie de una hoja, la forma de la gota dependera de su naturaleza y de las
interacciones de las dos fases (la del liquido y la de la hoja). Si hay repulsién, el liquido
tendera a formar un glébulo, con un angulo de contacto elevado (mayor a 90°) entre su
superficie y la tangente de su curvatura, lo que resulta que ¢l sélido no se humecta; por el
contrario si la adhesién entre la gota de liquido y el sélido es favorable, el dangulo de
contacto resultara pequefio (menor de 90°), 1a gota se extiende, y se dice que el sélido es
mojado por el liquido (Unda, 2003).

Se obtiene un angulo de contacto cero cuando las fuerzas de atraccién entre el liquido
y el sélido (fuerzas de adhesién) son iguales o mayores que entre los que hay entre et
liquido y el liquido (fuerzas de cohesién) y el angulo de contacto tomara un' valor
determinado cuando la cohesién en el liquido sea mayor que la cohesién del sélido. De
hecho, podemos decir que el sélido es tanto mas mojable, cuanto mas agudo sea el
angulo, es decir cuando sea mucho menor a 90°, y viceversa. Para el caso de la
penetracién foliar este principio es importante porque influye en el contacto entre la

solucién y la hoja para después penetrar al interior (Unda, 2003).

En el caso extremo de humectacién perfecta 0 mojado total, el dngulo de contacto
tendria un valor de cero; por el contrario la humectacién nula implica un angulo de 180°

aunque estos valores no se alcanzan en la practica (Fig. 7).
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Fig. 7. Efecto de la humectacién sobre una superficic plana (Unda, 2003)

Este fené > S€ repr medi la ién de Young

Yvg €OSO+ Ysn = Ysrp

Donde

Y Vg =tensién superficial en la interfase liquido-gas TESIS CON
N e FALLA DE ORIGEN

0 =angulo de contacto
Y's/l = tensién superficial en la interfase sélido-liquido

Ys/g = tensién superficial en la interfase sélido-gas

Mientras que la quimica de las superficies y su morfologia determinan Ias

propiedades del mojado y el grado de retensién de la sustancia asperjada, la estructura

quimica de la brana cuticular influye en la p acién tra icular. Al
surfactantes especificos bién pued la p acién no sélo por un

incremento de la interaccién del penetrante con la cuticula, sino también por la

plastificacién de las ceras y el polimero de cutina (Bukovac y Petracek, 1993; Bukovac,

1997).
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Hasta la fecha no existe ninguna investigacién sobre la permeabilidad de la cuticula

de la especie de A. requil. y sdlo existe un reporte acerca de sus caracteristicas

estructurales que son factores clave en dicha permeabilidad (Hemandez y cols., 2002).

OBJETIVOS

El presente estudio se realizé para obtener informacién acerca de la permeabilidad en

luci primer iéni como la

la cuticula de A. requilana Wceber a

base para estudios posteriores con moléculas de mayor complejidad como hormonas de

crecimiento o plaguicidas. Se pl on los sigui objetivos:

Encontrar la mejor zona de estudio en la planta para realizar una caracterizacién de la

a:d

cuticula de 4. requilana Weber que i en el > de los ylan
del grosor de la cuticula en la parte basal, media y apical de las hojas de edades de
1,2, y 4 ailos.

Establecer un método para la realizacién de las pruebas de permeabilidad

Realizar un estudio cuantitativo de la permeabilidad de la cuticula en las hojas de 4.

tequilana Weber a agua marcada con tritio CH20) y iones en solucién entre los cuales

estan: *?NaCl, **RbCl, Na®’Cl y **CaCl, utilizando distintos tiempos de exposicién, y

diferentes agentes tensoactivos comerciales.
MATERIALES Y METODOS

Material biolégico.

Se realizé el conteo de estomas y la medicién del grosor de cuticula con plantas de 4.

il ‘Weber ot idas a partir de cultivo de tejidos vegetales (CTV) o un aiio, asi
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como plantas silvestres, de dos afios y cuatro aflos de edad; se utilizaron hojas del
cogollo (hojas centrales que forman un angulo de 90°), de la parte intermedia (forman un
angulo de 45°) y de la periferia (las que estan totalmente horizontales), los cortes se
hicieron en la parte basal, media y apical, tanto por el haz como por el envés. Las plantas
se mantuvieron en macetas de 30 x 20 centimetros con medio Peat Mouss-agrolita-tierra
cactus en proporcién 2:2:1 con una intensidad promedio de luz (Flujo fotosintético de

fotones) de 783.26 umolm™? s™* idas en un invemadero a temperaturas entre los

14-33 °C y humedad relativa de 60-80%. Para las pruebas de permeabilidad se utilizaron

de la 1* a la 3 hojas del cogollo de plantas obtenidas a partir de CTV de un ailo de edad.

Material de laboratorio.
-Microscopio de fluorescencia Nikon Modelo EFD-3
-Céamara digital Panasonic GP-KR222
~Contador de centelleo Beckman LS 600 SC
-Tensiémetro de DuNoily marca Cenco, Cat. No. 70535
- Potenciémetro HANNA Instruments microprocessor pHMeter pH 210
-Tubos Eppendorf de 1ml cortados por la mitad
~Microtomo de mano

-Micropip aticas SOCOREX 2, 20, 200, 1000 ul

-Viales de centelleo de 20 ml

Reactivos.
-Naranja de acridina 10mM
-Solucién Murashigue y Skoog de Sigma-Aldrich (inezcia de sales del medio MS)
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-Polimero de silicona de nombre comercial Oranwash®
-Liquido de centelleo que en su composicién es:
-Triton X-100 25.7%
-Etilen-Glicol 3.7%
-Etanol 10.6%
-Xileno 60%
-PPO (feniloxazol) 3g/L

dos en solucién: Se prep on las soluci de los cloruros

-Sales de los iones
para cada ién a concentracién 10mM y sc agrego l.a marca radiactiva de tal manera
que 20ul de esa solucién en 10ml de ligquido de centelleo dieran alrededor de 40000
CPM. Las soluciones que se prepararon fueron las siguientes:

-Agua marcada con *H

-Cloruro de sodio marcado con ¢Cl1

-Cloruro de sodio marcado con ?Na

-Cloruro de rubidio marcado con **Rb

-Cloruro de calcio marcado con *°Ca
-Soluciones de tensoactivos no idnicos comerciales: Cada solucién se preparé de

acuerdo a la dosis recomendada en la etiqueta de los tensoactivos (ver tabla 4), los

cuales se agregaron en la solucién de estudio.

Metodologia.

Conteo de estomas.

Se utilizaron fragmentos de cuticula aislada, por desprendimi de la hoja, se

tifieron con una solucién de naranja de acridina 10 mM por 5 min. Posteriormente los
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fragmentos s¢ enjuagaron con solucién de Murashige y Skoog. Una vez montada la
preparacién en el portaobjetos se observaron en un microscopio de fluorescencia Nikon
EFD-3 equipado con una camara de video, y se tomaron 10 campos por preparacién,
guardando las imagenes en formato bmp para posteriormente contar el nimero de
estomas por campo. Los datos obtenidos se analizaron mediante prueba de t a un nivel de
confianza de 0.05%.

Medida del grosor de la cuticula.

Mediante un microtomo de mano se realizaron cortes transversales de las hojas de 20
pum de grosor, a un cm. del borde de la hoja; posteriormente se tifieron los cortes con una
solucién de naranja de acridina 10 mM; los cortes se enjuagaron con la solucién de
Murashige y Skoog y se montaron en portaobjetos, se realizé la observacién en el
microscopio de fluorescencia y se tomaron 10 imagenes del grosor por el haz y 10 por el

envés a 400 av 1tos, las ima se guardaron como archivos de tipo bmp y

posteriormente se transformaron a archivos TIFF mediante el programa Corel Draw. Se¢
midié el grosor de la cuticula en micrémetros abriendo las iméigenes en el programa
Imagequant. Los datos obtenidos se analizaron mediante una prueba de t a un nivel de
confianza de 0.05%.
Pruebas de permeabilidad.

Para rcalizar las pruebas de permeabilidad fue nec.csario disefiar una metodologia que
nos permitiera poner en contacto las soluciones de estudio con la cuticula y

posteriormente medir su difusién. El método utilizado se reporta en la parte de resultados.
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Tension Superficial,

Se prepararon soluciones de los agentes tensoactivos comerciales en agua a diferentes
concentraciones y se¢ midi6 su tensién superficial mediante el método del
desprendimiento del anillo con una balanza de Du Noily.

El método del anillo consiste en medir la fuerza que se requiere para desprender un
anillo horizontal de alambre de platino (de radio R) de la superficie de un liquido. En la
teoria elemental la fuerza P ha de ser dos veces el producto de la longitud del anillo por la
tensién superficial, esto es P = 4xRy. Para mayor precisién, la fuerza de retencién se debe
multiplicar por un factor de correccién F que varia desde 0.75 a 1.1 y depende de las
dimensiones del anillo. En este caso el factor de correccién F fue de 0.98, por lo que los
valores obtenidos de ¥ para cada solucién se multiplicaron por este factor de correccidn.
Area
La medida del drea de expansién de cada solucién con tensoactivo, se obtuvo al colocar
una gota de dicha solucién sobre la superficie de una hoja de A. tequilana de la parte del

cogollo, tomando fotografias con una cimara digital, que se analizaron mediante el

programa Imagequant, el cual reporta el drea en mm3.
pH

Para medir ¢l pH de las soluciones con el tensoactivo, se utilizé un potenciémetro

marca HANNA.
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RESULTADOS Y DISCUSION.
Densidad estomitica y grosor cuticular.

La tabla 2 muestra en primer lugar la densidad estomdtica por mm? (Fig. 8) de las
plantas obtenidas a partir de 1 ailo, 2 afios y 4 aflos. Para las hojas de 1 ailo se encontré
que las hojas de la parte del cogolio son las que tienen un mayor numero de estomas,
siendo casi del doble con respecto a las hojas de la periferia. Con respecto a las hojas
intermedias no es muy notable la diferencia en las partes apical e intermedia, a excepcién
de la parte basal, donde el nimero de estomas es de 21 por su parte adaxial (haz) y 13 por
su parte abaxial (envés), comparado con 46 por la parte adaxial y 49 por la parte abaxial
para las hojas del cogollo. La densidad estomatica mixima oscilé entre 50 y 60 estomas
por mm?Z. Las hojas de las plantas de 2 afios mostraron también en el cogollo una mayor

densidad estomatica que las hojas intermedias y periféricas de la planta.

Fig. 8. Mucstra los poros aticos de 4. il en un mm®.
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de

por mm?) de tres grupos de edad de 4.

Tabla 2. F io de 1a de «
. tequilana
Hojas Pane‘dc: : Cara # estomas/ o flestomas/ | o5 # estomas/ o
s i P mm? mm? mm?
1 aflo 2 afios 4 afios
$9.30 *3.1 104.4 +4.7 89.2 *1.6
cnvés 46.60 +4.3 91.90 *4.6 79.70 +4.7
50.08 +4.6 99.80 +2.8 93.50 *2
envés 60.57 +4.9 96.90 +3.5 90.90 *5.1
46.83 *3.7 95.10 +5.5 71.90 +3.6
envés 49.20 +4.4 92.30 +4.8 75.60 *5.7
50.38 +3.7 77.80 *5.9 80.70 +3.6
envés 52.10 *2.8 78.16 +1.9 82.50 *3.6
ol haz 4400 |27 81.70 |=3.4 74.06 5.7
Intermedia’| © Media
B envés 47.50 *2.9 76.90 *+1.9 73.30 *4.2
: haz 21.12 +4.4 66.19 *3.5 64.20 *3.7
Basal
T envés 13.15 *1.9 26.8 +3.1 57.00 +2.0
R haz 28.20 *2.7 75.50 *5.3 70.70 +2.8
‘Apical
envés 27.00 *3.6 76.30 +4.3 73.20 +5.0
haz 31.40 +3.4 64.12 +4.5 65.50 +*3,1
Periferia Media
. | envés 28.20 +2.7 75.70 +3.6 38.80 *3.0
B - haz 25.40 +1.9 47.40 +3.8 46.90 3.1
Basal -
cnvés 17.70 *2.2 36.40 +*2.9 50.00 +3.1
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Comparando la densidad estomatica presente en la parte adaxial y abaxial dc los
grupos de hojas estudiados, se encontraron diferencias pequefias y sin significacion
estadistica en la parte basal de las hojas de la periferia, en la parte basal de las hojas
intermedias, asi como en la parte apical de las hojas del cogollo, por lo que estas zonas
son ambiestomiticas (aproximadamente igual numero de estomas por la parte adaxial y
abaxial).

Se encontré una clara tendencia de aumento de la densidad estomatica de las hojas
periféricas hacia las del cogollo. Finalmente, es importante sefialar que, tal vez en contra
de lo esperado, el mimero de estomas en las plantas de dos ailos es mayor en cada tipo de
hoja y regién de ella, de modo que como puede verse en la tabla, la cifra maxima alcanza
cerca de 100 estomas por mm?.

Para las hojas de 4 afios también se observé una mayor densidad estomitica en las
hojas del cogollo, comparado con la densidad estomdtica presente en la parte intermedia
de la planta; sin embargo, la tendencia al aumento de la periferia hacia el cogollo no es
tan marcada.

Gentry y Sauck (1978) encontraron que el promedio de estomas por mm? es de 40
para ambos lados de 1a hoja del género Agave. En términos mas cuantitativos, ¢l intervalo
del nimero de estomas para las plantas de CTV va de 13 a 60 estomas por mm?, para las
hojas de 2 afios de 36 a 104 estomas por mm? y 38 a 93 estomas por mm? para las hojas
de 4 aios. Estos intervalos no han sido reportados antes para A. requilana Weber. Las

difer ias en la densidad estomdtica nos indican que el organismo estudiado muestra

una distribucién heterogénea.
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Tabla 3. Promedio del grosor de la cuticula (tm) en los tres grupos de edad de A. tequilana.

Grosor

Hoja Parte | Cara Grosor o Grosor Pes Pe3
dela pm pm Hm
hoja - 1 afio 2 afios 4 aiios
haz 8.0 +0.74 9.35 +1.34 34.23 +3.95
Apical
envés 10.37 +1.23 12.16 *4.80 42.11 +5.38
haz 8.50 +1.31 8.11 +1.29 37.25 +3.22
Cogollo Media
envés 10.01 +1.56 13.0 +2.01 28.92 +*3.29
haz 9.66 +1.33 7.90 +=1.35 32.87 +3.48
Basal
envés 12.07 *1.24 11.20 +1.40 40.65 |=3.21
haz 15.19 [=4.04 2977 | =£3.07 30.04 |*3.13
Apical .
envés 24.13 +6.12 350 *+4.72 38.82 +6.32
haz 25.51 +3.64 27.64 +3.20 28.78 #+3.25
Intermedia | Media
envés 25.22 %423 37.51 *5.62 41.81 +3.58
haz 34.15 +5.51 28.30 +5.11 | 32.851 +4.13
Basal
envés 27.87 +6.97 | 37.81 +4.80 | 41.21 +5.86
i haz 22.37 +4.30 | 27.70 +2.84 [ 28.41 +2.65
Apical
envés 20.26 +3.55 |39.79 +7.78 | 40.48 +4.82
haz 12.82 +2.49 | 28.01 +5.36 | 34.4 +4.29
Periferia Media
envés 18.57 +5.00 | 4594 +7.55 | 48.31 +6.18
haz 18.22 +3.22 | 27.33 +5.56 | 44.89 +6.63
‘Basal
envés 17.02 *5.25 [ 36.77 +4.87 | 41.26 +4.15
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Otro elemento importante del estudio consiste en ]la medida del grosor de la cuticula
en relacién con la edad de las plantas (tabla 3). En cortes transversales se observé a través
del microscopio de fluorescencia que la cuticula de la planta forma una capa uniforme
por encima de las células de la epidermis (Fig. 9), que bordea incluso las cavidades

supraestomaticas aunque no se aprecia en la figura.

Fig. 9. N la icula de 4. ile capa uni: que las células de la cpi

Al medir el grosor de la cuticula se encontré que las plantas de 1 afio obtenidas a

partir de CTV, tienen la cuticula mas delgada que las pl de 2 y 4 aifios, como lo

muestra la tabla 2. Estas pl Pr un grosor icular en sus hojas del

cogollo en la parte apical y a su vez el grosor fue menor en la parte adaxial de las hojas
con un promedio de 8.0 um * 0.74 comparado con 10.37um = 1.23 por la parte abaxial.
Se observa que el grosor aumenta a medida que la planta crece; es decir, las plantas de 4

afios son mas gruesas de la cuticula que las de 2 afios, y a su vez que las de 1 afio, ¥y

TESIS CON 37
FALLA DE ORIGEN




también aumenta de las hojas centrales hacia las hojas de la periferia, teniendo un mayor
grosor en las partes basales de las hojas, por lo que las zonas apical y media de los tres
grupos presentan un menor grosor. Algo que se observa también es que en general el
grosor de los tres grupos de plantas es menor por el lado adaxial que por el abaxial para
cada parte de la hoja. Hasta la fecha no se tienen reportes de estudios de cuticula de 4.
tequilana para estos grupos de edades; sin embargo, se conoce ¢l grosor de la cuticula de
otras especies como el de 4. americana y A. cochlearis que presentan valores de 4 y 25
um, respectivamente (Villagran, 1939; Wattendorff y Holloway, 1980; Wattendorff y
Holloway, 1984). En los resultados de la estructura se encontré que las hojas del cogollo
en su parte apical presentaron un mayor nimero de estomas por mm? ¥y el menor grosor
de la cuticula para los tres grupos de edades, asi mismo en la parte apical por la parte
adaxial en gencral presentan mayor numero de estomas y menor grosor que por la
abaxial. El mayor nimero de estomas y ¢l menor grosor de la cuticula son factores
importantes para la permeabilidad, como lo demuestran Wattendorff y Holloway (1980).
Dadas las caracteristicas de numero de estomas y grosor cuticular encontrados
anteriormente en las hojas de A. requilana, se decidieron utilizar las hojas del cogollo de
las plantas de 1 afio por su parte apical del lado adaxial, definiéndola como la mejor zona
de estudio para los experimentos de permeabilidad, para tener un mayor control de la

densidad estomatica y el grosor cuticular.

Método para medir Ia Permeabilidad.

Se diseié un dispositivo para contener la solucién marcada que se ponia en contacto
con la hoja, utilizando un tubo Eppendorf de 1 ml cortado por la mitad y adherido a esta.

Para adherirlo se ensayaron tres materiales, la grasa de silicén, la vaselina simple, y un
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polimero adhesivo de silicén de nombre comercial Oranwash®. Con la grasa de silicén
(Fig. 10) se obtiene una adhesién razonable, pero poco firme para experimentos largos,
ademas de que se difunde en la hoja. Con la vaselina (Fig. 11) se observé que difunde
hacia los lados del sitio donde se coloca, muy probablemente modificando, por su
naturaleza hidrofébica, la permeabilidad de la cuticula y por tal razén se eliminé como
posibilidad para adherir los tubos. Por otra parte con ¢l polimero de silicén (Fig. 12), se
encontré que no difunde sobre la cuticula, ademis de que proporciona una buena
adhesién, sin fugas, mas adecuada para las medidas de larga duracién, por lo que se le
adopté como el método para fijar los tubos. Se utilizaron discos de 10 mm de diametro
(conadbs de la hoja con un sacabocados del nimero once) a los que denominamos
fragmentos circulares de hoja (FCH), cen ellos se pegaron los tubos Eppendorf para

colocar las sustancias de estudio (Fig. 13).

Se realizaron pruebas iniciales con agua tritiada, ya utilizando los discos aislados de
la hoja, con exposiciones del orden de minutos, y al encontrar que las velocidades de

entrada son muy bajas, se cambié el sistema, utilizando tiempos del orden de horas.

En resumen, el método consistié en utilizar 1a tercera hoja a partir del la primera hoja
erecta (Woodhouse y cols., 1980). Se utilizaron plantas de 1 aifio, listas para el transplante
al campo. Una vez acoplado el tubo se verificé 1a ausencia de fugas del tubo con el FCH,
para lo cual se le agregaron 200 ul de agua destilada por una hora. Una vez verificada la
ausencia de fugas se retiré el agua destilada y se colocaron 200 upl de la solucién de

estudio. Luego de andlisis preliminares para definir las velocidades aproximadas del paso

de las sustancias estudiadas, se di: los experi >s, utili do intervalos de

exposicién de 1 a 8 horas. Transcurrido el tiempo, se retiré la solucién de estudio y se
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despegé el FCH del tubo y del silicon. Se secé con papel absorbente la superficie del

Tucid

FCH que estuvo en con la , ¥ los discos se colocaron en frascos que

fan 10 ml de liquido de centelleo.

Fig. 10. Difusién de la grasa de silicén en la hoja a las 3 horas de adhesién al tubo.
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Fig. 11. Difusién de la vaseclina en la hoja a las 3 horas de adhesién al tubo.
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Fig. 12. Prucbas de unién de los tubos Eppendorf en las hojas,
PPYIY

por medio de el ¢l de O h @® a las 3 horas de adhesién al tubo.
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Fig. 13. FCH unido al tubo Eppendorf.

Permeabilidad a los iones.
La difusién de sustancias acuosas por la cuticula de las plantas siguen las leyes

bisicas de la difusién simple o transporte no mediado, a través de membranas lipofilicas.

e

Los modelos de permecabilidad cuticular obtenidos de investigaci en

cuticulares aisladas son vilidos también para iculas de hojas i (Kerstiens, 1996;

Voet y Voet, 1992).

La permeabilidad en los experimentos fue calculada de do con las jone:
Mi

1 Ni=| ———

@ ' (Mc/NcJ

M
@ P= P

Donde Ni son los moles que se incorporan al FCH y Nc los moles de la marca control
(mol), Mi es la marca que se incorpora en el FCH y Mc la marca del control en cuentas
por minuto (CPM), P es la permeabilidad (mol-cm™?) y por iltimo A es el drea del FCH

con un valor constante de 0.66 cm?.
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Se realizaron pruecbas para determinar si la cantidad de marca influiria en la
permeabilidad de la cuticula, para lo que se monté el dispositivo tal como se describe en
la metodologia colocando 100 y 400 ul de agua tritiada en el tubo Eppendorf.

La figura 14 indica que la entrada de >H,O no cambié con el volumen que se

colocaba en el tubo sobre la fcula. No ob que hay alguna dispersién, los
resultados muestran la validez del método; en este caso los datos no son diferentes
significativamente, ya que no se modificé la radiactividad especifica del *H;O, sino sélo

¢l volumen.
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Fig. 14 Incorporacién de *H;O a través de Ia Is de 4. I con dos
tubo Eppendorf.



Una vez deter do el vol de marca a utilizar (200u] volumen suficiente para

cubrir la superficie del FCH) se corrieron los experimentos con las sales de los iones
2Na*, ¥Rb*, “°Ca®*, en forma de cloruros y >°Cl" como NaCl todos ellos a una

concentracién de 10 mM y por un periodo de 8 horas con una cuenta total de 4x10* CPM.

1200000 | [—s—somo .
= ®— Rubicho e
1000000 | -& cioo .
—w— Caicro H
800000 * _Tnio oo - v
600000 ] / e ¢
400000 -} e ®
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Ed T
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'g: /;k._ e .
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00:00 01:00 02:00 03:00 04:00 05:00 06:00 07:00 DB:00 09:00
tiempo en horas
Fig. 15 P bilidad de la de A. ile di iones, se utilizaron 10 mM de

concentracidén para todos los casos, con unx carga total de 4 x10* CPM

La figura 15 resume los resultados obtenidos sobre la permeabilidad a los distintos
iones y al 3H,0. Como se puede apreciar, la permeabilidad a los iones es mucho menor
en comparacién con el ’H,O que presenta un valor de permeabilidad de 0.2 mmol-cm™
para un periodo de exposicién de 1 h, el agua se incluye en la grifica como punto de

referencia; el valor de la permeabilidad al >H,O es muy bajo comparado con la

permeabilidad al *HzO que pr la la aislada de la especie Jungla Regia el cual
es de 2 x 107 mmol-.cm>h”! (Niederl y cols., 1998), aunque por otro lado puede

considerarse un valor normal comparado con la permeabilidad al *H;O aplicada por
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como S/ woolsii o Ginkgo biloba, que reporta un

aspersién para varias esp
valor de 0.0138 mmol-cm™®h™ y 56.4 mmol-cm-h"! respectivamente (Kerstiens, 1996).
Probablemente la baja permeabilidad de 4. requilana es debida a que la cuticula por su
. naturaleza hidrofébica forma una capa que evita el contacto con las soluciones
hidrofilicas, lo que ocasiona un fenémeno que conocemos como tensién superficial (y) y

que p estas sol al estar en contacto con la superficie de 1a hoja (Fig. 16);

en esta imagen se observa que la sustancia es retenida formando una gota sobre la hoja
con un angulo de contacto casi de 90° por lo que esta no se moja y su area de contacto
es muy pequeiia. Al ser y una fuerza que se opone al aumento del area, es probable que
las fuerzas de adhesién sean menores que las fuerzas de cohesién propiciando que las
moléculas de agua queden compactadas en una gota. La <y ocasiona que no haya la
suficiente drea de contacto entre las soluciones acuosas y la superficie hidrofébica de la
cuticula; recordando que las ceras epicuticulares son la principal barrera a la difusién de
agua, gases y solutos que atraviesan la cuticula (Hamilton y cols., 1994), parece actuar

como una barrera que impide 1a entrada de los iones e incluso del agua.
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Fig. 16. Gota de agua sobre la superficie de una hoja de 1 afio de A. requilana
Permeabilidad con tensoactivos y sus pardmetros fisicoquimicos

Con el propésito de elimi 1a v, se utilizaron ag ivos que permitieran ¢l

aumento del area de contacto, para facilitar la entrada de los iones en solucién. Sabemos
que estos agentes tienen la capacidad de abatir la v, obteniendo un angulo de contacto
casi de cero, y en el caso de plantas existe ya en la industria una gran variedad de agentes
de uso comiin de los cuales se escogieron al azar 5 de naturaleza no iénica: Full-
Extensor®, Agrex F®, Inex A®, Impacto® y Agrex ABC® (tabla 4). Cabe mencionar que
ninguno de estos agentes se utiliza en plantaciones de agave para ayudar a la penetracién
de sustancias de interés tales como hormonas de crecimiento (Vademécum Agricola,

2002).
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“Tabla 4. Tt i ilizad i y dosis da por cl
Tensoactivo _Co:t.:‘elni:zt:;:lén Formulacién
Full-Extensor™ » 1 pl/ml Poliéter-polimetilsiloxano....... cressertsetieceasisesesnen 100%
(equivalente a 1,019.21g del IA Illtro )
N 5 coadyuvante no iéni .
Agrex Fo 3 pul/ml Mezclade ivos no iéni ..29.9
B dioctil sulfa SUCCINALO,...ccovvviiirnreeereenrnererneececen23
ingredientes inertes: X
Diluyentes y acondnc-onadores...‘........................67.8
Agrex ABC® 4 ul/ml Acidificante (&cido inorgénico)....... teeevecsrersensseni2S Y
Ingredientes mencs'
Diluy y i dOreS...cvvvmierninnniinieeen 75 %
Inex A® 4 pl/ml Eter de polietilenglicol
No menos de (Equivalente a 52 g de IA/Litro).......5.2 %
Glicol con oxido de etileno
No menos de (Equivalente a 206 g de IA/Litro)....20.6 %
Dimetil polisiloxano
No menos de (Equivalente a 18.5 g de JA/Litro)....1.85 %
Ingrediente inertes :
Diluyentes nO Mas de...ccvveennnveenreeraccaareaseeass72.35 %
Impacto™ 4 pl/ml Esteres fosféricos de alquil aril polietoxietanol y 4cido fosférico
(Equivalente a 656 g de IA/Litro) no menos de
. Ingredicntes inenes.
ivos como es del PHYy
acondncmnadores de agua para aspersién no mas de
PP [ teereeseetaneirsarnees T £ A ()

Se utili

ivos de \! ,no iénica porque no ticnen carga

electromagnética libre y ionizan muy poco en agua;

on ag

4 & fmi.

inactivos

son

en presencia de sales comunes. Esta caracteristica permite mezclarlos con diversos

s mrred.

sin r con cllos, es decir inertes, por

P
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luciones en estudio e

lo que no se tiene el riesgo de que el ag T i con las
influya en la permeabilidad (Jiménez y Macarulla, 1989). En A. trequilana no hay reportes

de uso de tensoactivos, por lo que se midieron algunos parametros fisicoquimicos que se

an de impor ia y que estan relaci dos di te con el efecto que

ejercen sobre la sustancia y la superficie, los resultado se resumen en la tabla 5.

Tabla 5. F fisi i de los ala
recomendada de uso.
Tensoactivo | Clasificacién pH v (Dina/em) | Arcade °""Z‘:‘;‘)"" en la hoja
Bt o No iénico 6.62 235 2.4
Incx A® No iénico 6.61 29 1.8
Agrex ABC® No iénico 3.06 30.7 Se forma gota
Agrex F® No iénico 7.98 31.8 Se forma gota
Impacto® No iénico 3.12 33.2 Se forma gota

Se corrieron los mismos experimentos con los iones en solucién aplicando cada uno
de los agentes tensoactivos mencionados en concentraciones de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante. La figura 17 muestra los resultados obtenidos en pruebas

de permeabilidad para *°CaClz, con cada uno de los ivos, se¢ aprecia que la
entrada de la solucién de **Ca en todos los casos es mayor, pero en particular dos de los

agentes favorecieron la incorporacién, Full-Extensor® e Inex A®, alcanzando valores de

permeabilidad para “°Ca de 9.5 nmol-em™ y 6.3 nmol-cm™ respecti El efc se

explica una vez que se obtuvieron los valores de vy de las soluciones con cada uno de los
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tensoactivos utilizados, Full-Extensor e Inex A muestran los valores mas bajos de v,

resultados que concuerdan con la cantidad de **Ca que se incorporo en el FCH.
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Fig. 17. P ilidad de l‘l’ la de A. requil iade 5 iales con

enp
CaCl;. a un tiempo de cxposicién de 5 horas.
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Los dos tensoactivos mencionados estian clasificados como surfactantes de silicén,
reportados en la literatura como los tnicos capaces de disminuir la y de soluciones
acuosas a valores aproximados a 20 Dinas/cm teniendo como referencia el valor de la
yYH20 de 72.8 Dinas/cm (Schick y Hubbard, 1999). Al medir el efecto de 1a concentracién
de estos surfactantes sobre la y del agua, en la figura 18 se observa que el Full-Extensor®

es capaz de disminuir la v hasta 23 Dinas/cm ¢ Inex A® a un valor de 29.1 Dinas/cm a

una concentracién de 1 pl/mil.

-——a— Extensor
—e&— Inex A

-~
o
L

TESIS CON

g™ \\ FALLA DE ORIGEN
— T ..\.\.
30 Tr—— e .
1 N _
20—0.1 0.'0 0:1 0:2 0.’3 0.'4 O.'S 7 1.00 1.02

Concentracion de tensoactivo (p/mil)

Fig. 18. Muestra ¢l efecto de dos surfactantes de silicén no iénicos Full-Extensor® e Inex A® sobre 1a va
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Como los resultados de la prueba anterior mostraron que Full-Extensor® e Inex A®
son los agentes que permiten una mayor entrada de *°Ca, se decidi6 realizar pruebas con

estos dos tensoactivos para todos los iones marcados en solucién (Fig. 19-21).

TESIS C7Y
FALLA DE ORIGEN

nmol'em®

INEXA
Permeabilidad de *C)

Fig. 19. F bilidad al **Cl uti d

Inex A® y Full-Extensor® segun la ié dad.
con un periodo de exposicién de 5 horas.
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Fig. 21. P bilidad al *Rb utili Inex A® y Full-E ® scgun la i6 d.
con un periodo de exposicién de S horas.
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En estas prucbas se encontré la misma tendencia de entrada para los demas iones en

estudio (**Na, 3°Cl, %Rb) que para el **Ca (tabla 6).

‘Tabla 6. Permeabilidad a los distintos iones en solucién que presento la cuticula de
A. tequilana Weber.

I6n en Permesabilidad Permeabilidad ¢/ E Per bilidad c/ Inex A
solucién (nmol* cm)* Sh !-mol'cm”!' Sh nmol*cm’l)* Sh
Ca 2.3 9.5 6.3
>Cl1 .2 3.6 2.5
““Na 4 2.4 .9
**Rb 2.0 4.5 2.5

Para el **Cl de 1.2 nmol-em™ que presentaba aumento a 2.5 nmol-cm™ con Inex A® y
3.6 nmol-cm™ con Full-Extensor®; para el *°Rb, el aumento fue de 2 nmol-.cm™ quc tenia
el control, a 2.5 nmol-cm™ con Inex A® yads nmol-cm™ con Full-Extensor®, para el
2Na de 1.6 nmol-cm™ se auments a 1.9 nmol-cm™ con Inex A® y a 2.4 nmol-cm™ con
Full Extensor®, como se observa para el caso del 5Cl, el incremento con ambos
tensoactivos es apreciable, sin embargo para ¢l *°Rb y el Na el incremento con Inex
A® no es tan apreciable como cuando se les agrega Full-Extensor®; esto puede deberse a
que el Full-Extensor®, como se muestra en la tabla 4 es 100% un poliéter de polimetil
siloxano, y el Inex A® sélo tiene en su composicién 1.85% de dimetil polisiloxano. Los
surfactantes de siloxanos consisten de un grupo siloxano metilado acoplado a uno o mas

ot

es el silicio; estos pued disminuir la

grupos polares en el cual el grupo hid

hid b 105 debid
> a los

tensién superficial a valores menores que los surfi
grupos metilados que tienen en su estructura, pues cstos grupos quedan atrapados cn una

red flexible causada por los enlaces —O-Si-O-Si-, generando una mayor actividad sobre

N 1&
la superficie por el acomodo de las las con P a los sur
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hidrocarbonados. En la Fig. 22 se muestra el acomodo de lJlos surfactantes

hidrocarbonados y los surfactantes de siloxano; estos iltimos tienen en su estructura

metilos saturados que presentan una energia sobre la superficie de alrededor 20

Dinas/cm; este es el valor mas bajo de energia que se puede al do surf:

de siloxano (recordemos que con Full-Extensor® se alcanza un valor y de 23.5 Dinas/cm
y con Inex A®, de 29 Dinas/cm, lo cual es congruente con lo reportado en la literatura) los

surfz hidrocart dos cc de grupos hidrofébicos alquilo o alquilarilo que

contienen muchos grupos CH: en su estructura, los cuales se acomodan de forrna apilada

do una encrgia superficial de alrededor de 30

en la interfase aire-liquido, prov

Dinas/cm o més; es por éso que al tener la flexibilidad inusual del enlace siloxano y al
comparar las diferentes energias del grupo -CH3 y -CHz, obtenemos los valores mas bajos
de tensién superficial con los surfactantes de siloxano (Schick y Hubbard, 1999),

permiticndo por esta razén la disminucién a cero del &ngulo de contacto.

H
HCH
1CH

:

'”‘"‘é“u o"i"'s"

5‘

CHj grupo dominante en
la interface 20-21 Dina/cm

&E;ﬁgﬁ;i
‘Em&;imé

CHj grupo dominante en la
interface 30-32 Dina/cm

L—J

id do contra un surfz

Fig. 22. Comparacién de la superficic istica de un
de siloxano. (Holloway y cols 1994).
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Los valores de ¥ son tan bajos que Ia solucién difunde sobre la superficie de la hoja,
disminuyendo el dngulo de contacto a cero hasta mojar completamente la superficie
(Fig. 23).

Pese a que las hojas de A. requilana siguen mostrando baja permeabilidad;
probablemente la vy ya no es la responsable de esto, ya que el area ha aumentado gracias

al efecto de los surfactantes de silicon empleados.

Antes

Fig.23. En la fc fla se la que deja Full-ExtensorQ sobre la hoja después de 0.5min de
aplicarse
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leza hidrofébica de la cuticula no cambié con el uso de los

Sab que la nat
tensoactivos, los iones estan hidratados por moléculas de agua que les impiden el
contacto directo con la superficie, por lo que su entrada depende directamente de la baja

interaccién de la solucién acuosa que ha presentado hasta el momento la cuticula

(Jiménez y Macarulla, 1989).

Difusién de los iones hasta ¢l meséfilo.
En las pruebas anteriores se cuantificé la cantidad de marca que hay en la rodaja
completa, pero no sabiamos si la marca atravesaba la cuticula o s6lo se quedaba adherida

lizaron experi >s bajo las mismas condiciones

en la superficie, por lo que se

utilizando Full Extensor® e Inex A®. Se hizo una serie de cortes al FCH para quitar la
epidermis junto con la cuticula y separar el meséfilo (como se muestra en la Fig. 24),

con la finalidad de comprobar si las soluciones penetraban en la hoja.

Zona de corte TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Epidermis Meséfilo

Fig. 24. Zona de corte hecha en el FCH, para comprobar Ja entrada de Ia marca al interior del fragmento.
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Las figuras 25 y 26 mucstran el porcentaje de incorporacion de la marca radioactiva
en los FCH de 4. tequilana en un periodo de 5 horas de exposicién de la solucién en el

tubo Eppendorf. - °.

100 — R
“90.] ' Full-Extensor®
80 -
70 -
60 -4
50

40

30

20

% de incorporacion en el FCH

10

7 M

Ca Na Rb

Fig. 25. Incor ion y distri i6n de los iones en los FCH dc A. requilana en presencia de Full
Extensor®, las barras b repr al 6filo y las bl la
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Fig. 26. Incar ién y distril de los iones en los FCH de A. tequilana en presencia de Inex A%, las
barras d: P al 6filo y las bl la 1.

Con los experimentos realizados con los cuatro distintos iones, se comprobd que la
marca no sélo se queda impregnada en la superficie de la cuticula como podria pensarse
en un principio; en todos los casos atraviesa la zona de la epidermis y llega al meséfilo en
distintas proporciones a las S horas de aplicada, tanto. con Full-Extensor® como con Inex
A®, esto para todos los iones. Llega a incorporarse en el meséfilo hasta un 60% de marca,
como es el caso del ?°Cl, aunque en otros, como en el *Rb se alcanza a notar una
incorporacién menor en el meséfilo que en la cuticula, ocasionando que en S horas de
exposicién sélo se llegue a incorporar en el mesdfilo alrededor de un 45%. La razén de

las diferencias en la cantidad de incorporacién hasta el meséfilo puede deberse a tres
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causas distintas, primero las concentraciones de los iones en el interior de la planta afecta
a la velocidad de penetracién de estos hacia el interior de la cuticula, segundo las vias de

difusién y la funcién que van a cumplir en la célula una vez que logran atravesar la

ial eléctrico en los dos lados de la cuticula. Por

cuticula y tercero la dife ia de pc
ejemplo, en el caso del calcio la entrada fue mayor que para los demas iones, de 9.5
nmoles-cm™2 con Full-Extensor® y de este valor se incorpora alrededor de un 55% al
mesdfilo y el restante se queda adherido a la cuticula. En estudios que se han realizado
con Ca?* en plantas, se ha observado que la concentracién de Ca?* citosélico en las
células guarda influye en la regulacién de las sefiales de control de la apertura estomaética
(Kuchitsu y cols., 1997), razén por la cual la permeabilidad con **Ca sea mayor que con
los demas iones estudiados. El 3°Cl presenté un porcentaje mayor de incorporacién en el
meséfilo que todos los demds iones ya que llegé a incorporarse hasta un 60% tanto con
Full-Extensor® como con Inex A®, Para el ¥*Na el 50% de la marca se fue ai meséfilo y
para el caso del **Rb solo el 40%, la desigual distribucién de los iones, se atribuye a la
diferencia de potencial eléctrico que se registra entre los dos lados de la cuticula,
gencrado por estos mismos, ademas de las diferencias en la rapidez con que se desplazan
a través de ésta (Jiménez y Macarulla, 1989), que a su vez depende como se¢ habia
mencionado, de la envoltura acuosa; es decir, la hidratacién y el didmetro de la envoltura
acuosa es proporcional a la densidad de carga en la superficie del i6n, por lo que el
diametro del Na* es mas pequefio y su densidad de carga en la superficie es mayor. La

diferencia de radio de los iones, por ejemplo Na* o CI' hidratados, tiene dos

cc impor la velocidad de difusién de las par las en solucién sc

reduce por el aumento de masa; es por eso que a las cinco horas la velocidad de difusién

del Na* o el Rb" resulta menor que la velocidad de difusién del CI” o el Ca®*. En el caso
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particular de Na* por las interacciones de las moléculas de agua con los poros de la
membrana y las de las capas de hidratacién, el CI" penetra a través de los poros mas
ficilmente que el Na* (Jiméncz y Macarulla, 1989).

Una vez que se encontré que los iones libran la barrera cuticular, cabe la posibilidad
de que sean aprovechados en las hojas para el desarrollo de la planta, pueden ser
incorporados directamente al metabolismo para desarrollar cada uno la funcién que le
corresponde, siempre y cuando las cantidades que se incorporan sean las suficientes para
llevar a cabo dicha funcién.

Con el presente estudio hemos logrado diseflar un método para estudiar la
permeabilidad de la cuticula de A. tequilana a distintos iones; encontramos que la
cuticula tiene baja permeabilidad al agua y es practicamente nula para los iones marcados
en solucién, por lo que se hizo uso de surfactantes que permitieron disminuir la tensién
superficial a tal grado que la permeabilidad mejoro notablemente, aunque la cantidad
dentro de los FCH fue muy baja, constatamos mediante algunos cortes que la marca
atravesd 1a barrera cuticular y se deposité hasta el meséfilo de los FCH. Estos resultados
indican que las hojas del agave tequilero incorporan pequeilas cantidades de
micronutrientes, que pueden ser utilizados en el metabolismo de la planta, ayudando de
esta manera al desarrollo y sustento de la misma, surgiendo esto como una alternativa
para el mejoramiento en los cultivos de 4. teguilana; este estudio contribuye a

investigaciones enfocadas al desarrollo de la industria del tequila.
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CONCLUSIONES.

La abundancia de los estomas es menor en las plantas de 1 afio, y mayor en las
plantas de dos afios de edad, con una disminucién ligera en las de cuatro afios. El

grosor de la cuticula aumenta con la edad de la planta.

Las hojas del cogollo y las de la parte intermedia de las plantas de dos ailos de
edad parecieran ser las mas adecuadas para los estudios de la permeabilidad, pues
cuentan con un mayor numero de estomas, aunque un mayor grosor de la
cuticula. Sin embargo, se considera que las plantas de un afio son las mas
convenientes para realizar las pruebas de permeabilidad, dado que el interés de
este estudio se enfoca en la aplicacién de sustancias en plantas jévenes, para la

prevencién de enfermedades y favorecer el crecimiento.

La cuticula del agave muestra una permeabilidad baja al agua.

La permeabilidad a los iones es practicamente nula.

Algunos agentes tensoactivos no iénicos comerciales favorecen la entrada de los

iones, en especial el Full-Extensor® (poliéter de polimetilsiloxano).

A menor valor de y, hubo mayor incorporacién de los iones de calcio, cloro, sodio

y rubidio
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* Los iones logran atravesar la barrera cuticular y difundirse hacia el meséfilo en

los FCH cuando se les agrega un agente tensoactivo.
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