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RESUMEN

El Tequila es una bebida alcohdlica resultado de la fermentacién y destilacion de
la planta de Agave tequilana cv. azul, genuina, de alta calidad y con denominacion
de origen, de gran demanda, no solamente en nuestro pais, sino en el extranjero
ocupa actualmente el segundo lugar en participaciones de el mercado de bebidas
alcohdlicas después del Brandy.

Pero en los dltimos 10 afios la planta de Agave fequilana cv. azul, ha
manifestando serias amenazas de produccién, lo cual es debido a diversos
factores como problemas nutrimentales y fitosanitarios, aunado la necesidad de
incrementar la produccién para abastecer un mercado que va en aumento. Esto
ditimo se vuelve un problema mayor al buscar alternativas de regiones
productoras acordes a los requerimientos de la planta y especialmente a la minima
produccion de material vegetativo para la produccién en campo, lo cual se agudiza
por las formas naturales que presenta en general todo el género Agave. Ante
estas amenazas, la biotecnologia a través de la micropropagacién es una forma
viable para la obtencién de plantas de buena calidad y en gran nimero.

En general los trabajos realizados en aclimatacién de plantas obtenidas por cultivo
de tejidos tomando en cuenta solo los factores ambientales, (luz, temperatura y
humedad), sin considerar que las plantas proceden ambiente rico en nutrimentos.

Por tanto, el presente trabajo, establece el criterio de conformar un medio de
aclimatacion ideal, en el cual no solo se contemple las condiciones atmosféricas
en las que se desarrolla la planta, sino darle un sustento nutrimental, que en forma
pasiva pueda ser integrado al sistema de la planta y con ello disminuir el estrés
durante dicha fase, para asegura su supervivencia, asi como el arraigo de las
plantas en el medio natural.



Para ello se evaluaron diferentes concentraciones N-P-K, en el crecimiento de
plantas obtenidas in vitro y el comportamiento morfométrico, para determinar la
mejor concentracién de N-P-K, de acuerdo a las respuestas que presentaron las
mismas.

En donde nitrégeno se emplearon 1, 2, 3y 4 meq L™ , para el fésforo fue de 0.15,
0.30, 0.45 y 0.60 meq L™ y las dosis de potasio fueron de 0.66, 1.32, 1.98 y 2.64
meq L.



INTRODUCCION

La importancia del Agave para México es incuestionable, debido a la tradicién que
se tiene en nuestro pais de la fabricacion de bebidas alcohdlicas derivados de él
como el pulque, el mezcal y el tequila, este dltimo a incrementado su fama a nivel
internacional, generando una creciente industria con alto potencial econémico tanto
a industriales como a productores agricolas.

El tequila es una bebida alcohdlica resultado de la fermentacion y destilacién de la
planta de Agave tequilana cv. azul, originaria del estado de Jalisco y que actualmente
se produce en los estados de Nayarit, Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas, de
acuerdo a la denominacién de origen en México, sin embargo, la industria tequilera
se encuentra en una crisis debido a un desabasto de la materia prima, aunado a una
problematica fitosanitaria que afecta a las plantas del Agave, esto ha originado una
disminucién en la produccion de tequila llevando consigo un incremento en los
precios de la bebida en los mercados nacionales e internacionales, lo anterior se ha
reflejado en el crecimiento acelerado de la industria tequilera, volviéndose contra el
sector que no estaba preparado para soportar mas de 500 marcas en el mercado
(Consejo Regulador del Tequila, 2000). Ademas que de enero a marzo de 2003, se
produjo una disminucién del 7% con respecto al mismo periodo del afio 2002,
pasando de 35.3 millones de litros de tequila a 32.9 millones, lo cual a provocado que
del total del tequila fabricado en el primer trimestre del afio, solo 10.1 millones
correspondiera a tequila 100 % de Agave y 22.8 millones de litros, de tequila mixto
(51% de Agave y 49% de ofros azlcares). Esta baja en la produccién de tequila
100% puro, se ha mantenido durante los Gltimos 3 afios.

Por tanto se ha generado la necesidad de encontrar métodos que incrementen el
ndmero de plantas en los campos de cultivo y la apertura de nuevas zonas de
produccién, pues el método tradicional de plantaciones por hijuelos del Agave,
resulta insuficiente por la alta demanda de plantas y el tiempo que se requiere para
poder ser explotada, por lo que es necesario contar con mecanismos de
multiplicacién masiva mas rapidos. De tal forma, la biotecnologia, puede permitir la



generacion de altos volimenes de materia prima, por lo que la micropropagacién ha
permitido dar un gran paso, en la obtencién de plantas de buena calidad y en mayor
nimero, ademas que se pretende obtener mediante los viveros de Agave
micropropagado una reduccién del ciclo de maduracién de la planta, la cual tarda
normalmente ocho o nueve afios antes de llegar a las destilerias para ser procesada
y convertida en tequila (Téllez, 2003).

Sin embargo, el éxito de la propagacion in vitro, estéd basado en el comportamiento
de las plantas en las zonas de produccién, por tanto es la fase de aclimatacion quien
determina la cristalizacién de plantas aptas para ser transferidas a condiciones
naturales (Hartman y Kester, 1997), en virtud que se presentan condiciones que
pueden provocar la pérdida del material vegetativo obtenido in vifro. De tal forma, se
maneja, sistematicamente la variaciéon gradual de los factores que inciden en el
crecimiento de las vitroplantas para lograr caracteristicas que lleven a la planta de
una condicién “heterétrofa” a condiciones normales como planta “autétrofa”. En este
punto las plantas obtenidas por cultivo de tejidos son, por lo general manejadas bajo
control de condiciones ambientales, (luz, temperatura y humedad), sin considerar
que son sometidas a un ambiente rico en nutrimentos, los cuales se encuentran a
disposicion sin que las plantas tengan un desgaste en la absorcién de elementos que
son necesarios para la realizacidn de los procesos fisiolégicos inherentes a su
crecimiento (Guerrero, 2000).

Por tanto, el presente trabajo, establece el criterio de conformar un medio de
aclimatacién ideal, en el cual no solo se contemple las condiciones atmosféricas en
las que se desarrolla la planta, sino darle un sustento nutrimental, que en forma
pasiva pueda ser integrado al sistema de la planta y con ello disminuir el estrés
durante dicha fase, para asegura su supervivencia, asi como el arraigo de las plantas
en el medio natural, para lo cual se plantearon los siguientes objetivos e hipotesis.



Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS

General

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones N-P-K, en el crecimiento de plantas
de Agave tequilana Weber cv. azul, obtenidas in vitro, durante la fase de
aclimatacién.

Particulares

Analizar el comportamiento morfométrico que presentan las plantas de A. tequilana
por la aplicacion de solucion nutritiva, con respecto a las que no se les realiza ningun
aporte nutrimental.

Determinar la mejor concentracién de N-P-K, de acuerdo a las respuestas que
presenten las plantas.

HIPOTESIS

En general, las plantas requieren de un abasto nutrimental para tener un desarrollo
optimo durante las etapas fenolégicas, por tanto, al aportar nutrimentos durante la
fase de aclimatacién de plantas de Agave tequilana cv. azul, obtenidas in vitro, se
favorecera la formacion y desarrollo de nuevos 6rganos (hojas, tallo y raiz) y se
evitara un estrés por el cambio de ambiente, aumentando su supervivencia y arraigo.



lll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Propagacién de agavaceae.

En general, existen dos tipos basicos de propagacion en las plantas del género
agave, la forma sexual y la asexual, las cuales producen nuevos organismos a partir
de semillas, tallos, hojas y/o raices (Hartmann, 1997).

3.1.1. Sexual.

La reproduccion sexual de las plantas se inicia con la diferenciacion las flores en el
esporofito maduro, en ellas se produce la fase esporofita y gametdfita, que una vez
realizada la fecundacién conduce a la formacién del cigoto y desarrollo del embrién
correspondiente, dando origen a un individuo de la misma especie (Parker, 2000).

En el Agave tequilana, la produccion de semillas es aproximadamente de 6000
semillas por planta, sin embargo, a pesar de la gran cantidad que se produce, se
presentan algunos problemas importantes como son: bajos porcentajes de
germinacién, variabilidad genética, el crecimiento y la maduracién es heterogénea;
haciendo que el ciclo del cultivo se extienda y por ende su explotaciéon (Granados,
1993).

3.1.2. Asexual.

La multiplicacién asexual es una produccién de plantas a partir de partes vegetativas,
utilizando érganos y/o tejidos vegetativos que conserven la potencialidad de
multiplicaciéon y diferenciacién celular para generar érganos a partir de cimulos
celulares presentes en el material utilizado. Este tipo de propagacién tiene
esencialmente tres variantes, que son: 1) La propagacion a partir de rizomas, 2)
Apomixis vegetativa, y 3) la micropropagacion por cultivo in vitro (Valenzuela1994).



Las dos primeras formas de propagacién se dan de forma natural y la tercera se
induce artificialmente.

Rizomas

La multiplicacién a través de rizomas es comun en la generalidad de los agaves, los
cuales son una estructura especializada para la divisién y/o separacion. Es un tallo
lateral etiolado, el cual crece plagiotropicamente, con las hojas pequefas; los
rizomas emergen del tallo principal y son inducidos acrépetamente (Harttmann et al.,
1997).

El agave puede producir rizomas a partir del tercer afio de ser plantado, sin embargo
hasta el cuarto afio tienen la calidad suficiente para realizar nuevas plantaciones
(ASERCA. 2000).

Apomixis vegetativa

Se define como la produccion de semillas sin fecundacién, es el proceso de
formacion de un embridén dentro de un 6vulo de las plantas que producen flores, es
decir que en lugar de que ocurra la produccion de la flor se producen en el mismo
sitio estructuras vegetativas proveniente de tejido ovarico diploide (Harttmann et al.,
1997), la floracién es necesaria para que esto se produzca.

Cultivo de tejidos

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que permiten
producir nuevas plantas en un medio nutritivo artificial, en condiciones asépticas, con
temperatura y luz controladas, a partir de pequefias porciones de plantas,
denominadas explantes, tales como embriones, semillas, tallos, apices, hojas,
células individuales, meristemos y granos de polen (Hughes, 1980; Lozoya, 1985;



Margara, 1988; Pierik, 1990). Estas técnicas se basan en la totipotencia celular, la
cual se define como la capacidad potencial de una célula somética para generar una
planta igual a la que le dio origen (George y Sherrington, 1984). No obstante, se
debe tener en cuenta que dicha propiedad disminuye progresivamente, conforme
avanza el grado de diferenciacion de las células.

3.2. Cultivo de tejidos en Agavaceae

El avance de la biotecnologia ha cumplido un papel importante en el desarrollo de las
técnicas del cultivo in vitro de células, tejidos y 6rganos. El cultivo de tejidos
vegetales, o bien la propagacion clonal por cultivo in vitro, constituye uno de los
métodos que mayores logros ha aportado al desarrollo de una nueva agricultura,
permitiendo la obtencién de cultivares libres de agentes patdgenos, incluyendo virus,
asi como la conservacién de germoplasma, entre otras expectativas (Rubluo, 1993),
gracias al mantenimiento prolongado de cultivos en minimo crecimiento y la crio
conservacion de tejidos.

3.2.1. Investigacion en el cultivo in vitro del género Agave

La investigacion en el género Agave, no es nuevo y desde la década de los 70's, se
han realizado trabajos de Cultivo de Tejidos Vegetales de plantas del género Agave.
Para Agave tequilana, esto ha sido relevante durante la Gltima década, a causa del
aumento en la demanda del tequila

En el Cuadro 1, se presenta en forma sintética, los estudios mas comunes que se
han realizado desde el afio 1975 a la fecha.



Cuadro 1.

Investigacion sobre cultivo in vitro de la familia Agavaceae.

ASPECTO

EXPLANTE

MEDIO UTILIZADO

RESULTADOS

Micropropagacion de
Cordyline terminalis

Seleccidn de apices
de brotes

Murashige y Skoog
(1962) ANAy BA

Brotes multiples, rizo
génesis.

L. (Kunisaki, 1975). | preestablecidos

asépticamente en

medios sin

hormonas.
Induccién de callos | Fragmentos de | L S modificado ( &c. | Brotes mdltiples, rizo
en distintas especies | semillas. Benzoico, tirosina , | génesis.

de Agave
(Groenewald et al;
1977)

caseinay 2,4-D)

Propagacién de

Seleccion de apices

Murashige y Skoog

Brotes multiples, rizo

Cordyline terminalis | de brotes. (1962) ANA y BA génesis.

a partir de callos

(Mee, 1978).

Estudio de las Fragmentos de Murashige y Skoog | Obtencién de
condiciones de coléoptilos y hojas de | modificado sapogeninas.
cultivo de células de | plantulas (ANA 02 4-DyBA)

Yucca pilifera y su preestablecidas

cuantificacién de asépticamente.

sarsasapogenina

(Quintero et al;1980)

Propagacion in vitro | Seleccién de tallos Murashige y Skoog Callos, Brotes
de Dracaena incluyendo nudos y (1962) ANA y BA miuiltiples, rizo
manginata tricolor entrenudos. génesis.
(Chua, et al;1981)

Propagacion in vifro | Yemas axilares de Murashige y Skoog Callos, Brotes , rizo
de henequén Agave | tallo, hijuelos, (1962) ANA y BA génesis
frourcroydes Lem. rizomas e

(Madrigal, et al; inflorescencias, asi

1981) como seleccion de

tejidos del tallo y de
las hojas jovenes.

Propagacion in vitro | Fragmentos de hoja | Murashige y Skoog | Induccién de
de Sansevieria | de la mitad superior | modificado meristemos, brotes,
trifaciata (Blazich y | del tallo. (ANA 0 24-DyBA) | rizo génesis.
Novitzky, 1984)

Morfogénesis in vitro | Seleccién de | Murashige y Skoog | Foto morfogénesis
de Yucca schidigera | hipocétilo.

(McCarthy y Staba,
1985)

modificado
(ANA 02, 4-D y BA)




Continuacién Cuadro 1. Investigacion...

Efecto de la
composicién del
medio en la
propagacion in vitro
y desarmrollo in vivo
de Cordyline
terminalis

( Evalddelson y
Welander, 1995)

Brotes axilares

(2,4mm)

Murashige y Skoog
al 50%. ANA y BA

Brotes multiples,
rizo génesis

Propagacién in vivo
de mezcal tequilero
Agave tequilana
Weber( Gracian-
Sandoval y Cruz,
1987)

Apices de brotes

Murashige y Skoog
al 100% y 50%.
ANAy BA

Brotes multiples,
rizo génesis.

Propagacién in vitro
de Agave
fourcroydes (Robert
etal., 1987)

Seccion de tejido de
rizoma y tallo

Murashige y Skoog
modificado ( ANA o
24-DyBA)

Formacién de brotes
a partir de rizomas

Agave tequilana in

Seccibén de tallos.

Murashige y Skoog

Formacion de callos

vitro un modelo para (1962) ANA y BA y brotes.

el estudio de

morfogénesis (

Nava, 1988)

Propagacién in vitro | Bulbillos, segmentos | Murashige y Skoog | Formacién de callos
Agave arizonica | basales de hojas (1962) ANA y BA y brotes muiltiples.

Gentry & Weber(
Powers y Backhaus,

1989)

Actividad de la | Segmentos de tallo. | Murashige y Skoog | Formacién de callos,
Glutamato modificado ( ANA o | brotes y nzo
dehidrogenasa en 2,4-DyBA) génesis.

plantas normales y
vitrificadas de Agave
tequilana Weber
propagadas in vitro
(Castro-Concha
et.al., 1990)

Répida propagacion

Segmentos de tallo,

Murashige y Skoog

Formacién de callos,

de Agave cantala, A. | . 1962) ANA y BA brotes rizo
fourcroydes y A. ERareay : ) " génesis ’

sisalana por cultivo | secciones.

in vitro ( Binh et al.,

1990)

Micropropagacion Segmentos de tejido | Murashige y Skoog | Formacién de brotes
de Agave sisalana i 1962) ANA y BA a partir de rizomas
(Das, 1992) de rizoma y brotes | (1902 ANAY riz?génesis i

laterales




Continuacién Cuadro 1. Investigacion...

Influencia de los
agentes gelificantes
en el cultivo in vitro
de Cordyline, Rosa
y homalomena
(Podwyszynska vy
Olsewski, 1995)

Brotes obtenidos in
vitro.

Murashige y Skoog
(1962) ANA y BA

Brotes multiples,
rizo génesis.

Embriogénesis de
Agave  victoriana-
reginae Moore
(Rodriguez-Garay et

Hojas.

Murashige y Skoog
modificado ( ANA o
24-DyBA)

Induccién de
meristemos y rizo
génesis

al.,1996)
Alta frecuencia en la | Segmentos de tallos | Murashige y Skoog | Formacién de
regeneracion de | de bulbillos y tallos | (1962) ANA y BA callos, brotes y rizo

brotes de Agave
sisalana (Nikam,
1997)

génesis

Micropropagaciéon y | Brotes obtenidos in | Murashige y Skoog | Brotes multiples,
establecimiento de | vitro. (1962) ANA y BA rizo génesis.

Yucca aloifolia (Atta-

Allay Van, 1997)

Propagacion Semillas Murashige y Skoog | Formacién de
eficiente in vitro de (1962) ANA 'y BA callos, brotes y rizo
Agave  Pamasana génesis

Berger (Santacruz-
Ruvalcaba et al.
1999)

Interaccién de los
iones en la
produccién de
sapogenina
esteroides
contenidos en
cultivos de callos de
Agave amaniensis
Inv. Farmacéutica
(Adrijany et al.
1999)

Callos cultivados.

Murashige y Skoog
(1962) ANA y BA

Brotes multiples,
rizo génesis.
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Continuacion Cuadro 1. Investigacion...

Asimilacién de iones | Callos. Murashige y Skoog | Brotes muitiples, rizo
de cobre en (1962) ANA y BA génesis.

suspension  celular
en el cultivo Agave
amaniensis 'y su
efecto en el

desarrollo y

contenido de

aminoéacidos. Inv.

Farmacéutica

(Kartosentono et al.

2002)

Regeneracién via | Segmentos de | Murashige y Skoog | Brotes multiples, rizo
organogenésis  de | rizoma. (1962) ANA y BA génesis.

plantas de sisal

Agave sisalana

(Hazra et al., 2002)

Fuente: Elaboracién personal.

3.2.2. El cultivo de tejidos en Agave tequilana.

Debido a la crisis en la que se encuentra inmersa la industria tequilera, se buscan
mecanismos para subsanar la problematica, por lo cual se iniciaron programas
encaminados a la investigacion y desarrollo en apoyo a la cadena productiva Agave-
tequila, contando para ello con los principales centros de investigacion del pais,
siendo uno de los de mayor importancia el CIATEJ (Centro de Investigacion y
Asistencia Tecnologica del Estado de Jalisco).

De hecho, existen diversos trabajos realizados sobre biotecnologia basica y de
aplicacién inmediata, consistentes en producir plantas de Agave completas, a partir
de una sola célula, por diferentes métodos y posteriormente aprovechar esa
tecnologia para el mejoramiento genético de la planta, como el realizados por
Santacruz-Ruvalcaba, (1997), quien obtuvo plantas de Agave tequilana Weber, a
través de embriogénesis somatica. Trabajos similares fueron realizados por Portillo
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(1997), pero analizé auxinas en la embriogénesis somatica, encontrando resultados
similares a los reportados por Santacruz (1997)

Por otra parte, Vélez (1997) realizé estudios para la obtencién de plantas libres de
patégenos causantes de los mayores problemas en el Agave tequilana Weber cv
azul, en las regiones de Tequila y Los Altos de Jalisco, tales como bacterias (Erwinia
sp) y hongos como Fusarium oxysporum, para ello, pusieron en contacto células de
Agave y algunas preparaciones elaboradas con la bacteria y el hongo
respectivamente, de tal forma obtuvo células vivas y sanas, con la capacidad de
formar plantas, realizando posteriormente propagacion in vitro. Con base en lo
obtenido por Velez, Rodriguez-Garay (1997), realizd clonacion masiva in vitro de
Agave tequilana Weber cv.azul, obteniendo plantas libres de dichos patégenos.

Recientemente, Téllez (2003), desarrollo trabajos para la propagacién masiva de
Agave tequilana Weber cv azul, con diferentes proporciones de NO;:NH;" en el
medio de cultivo, encontrando que una relacién de NO3:NH,* 3.5:1, produce mayor
cantidad de brotes y no se presenté problemas de vitrificacion.

En ninguno de los trabajos realizados, tanto de agavaceas en general, como en A.
tequilana en particular, se presenté estudios sobre la fase de aclimatacion.

3.3. Factores que inciden en la aclimatacion.

La aclimatacién es una fase inmediata al cultivo in vitro, en donde las vitroplantas
son conducidas para establecerlas o transplantarlas a condiciones ex vitro, para su
paulatina adaptacion a condiciones naturales de los factores que inciden en ella
como luz, humedad y temperatura, de lo cual dependera la supervivencia de las
plantas (Preece y Sutter, 1991).
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3.31. Luz

Las caracteristicas de radiacion luminica que influyen en el desarrollo de las plantas
en general son clasificadas en intensidad, calidad y longitud, en el periodo diario de
exposicion (Pierik, 1990).

Durante la fase de aclimatacién se debe considerar la intensidad de luz a la que
estuvo sometida la planta in vitro, la cual es menor a la del medio externo, teniendo
un cambio de 56 pmol m? seg™’ en un cuarto de incubacién, a 2000 pmol m? seg™ en
un dia soleado en condiciones naturales, el manejo adecuado de la intensidad
luminica permitirda a las microplantas aclimatarse a las condiciones del medio
ambiente externo mas rapidamente (Reyes et al., 1996; Kubota y Rajapakse, 1996).
En general se ha observado que las plantas producidas por cultivo de tejidos, una
vez ftransplantadas, muestran un mejor desarrollo y mayores porcentajes de
supervivencia si al principio se mantiene la intensidad luminica baja 100-150 pmol m’
2seg” (Granada, 1990; Guerrero, 2000).

Las plantas in vitro normalmente no crecen autotréficamente y por eso no requieren
alta radiacion; sin embargo, a medida que las plantas estan sometidas al proceso de
aclimatacién, requieren altos niveles de luz debido a que estas se ven obligadas a
sintetizar sus propios carbohidratos (Seibert y Kadkade, 1982). Como
consecuencia, en las hojas de plantas in vitro se observan algunas modificaciones
anatémicas como que el parénquima en empalizada estd poco desarrollado, con
cloroplastos grandes y dispersos, esto provoca que se presenten cambios
anatomicos, morfolégicos y fisioldgicos al ser transferidas a otro medio con
intensidades de luz mayores, esto se refiere a que los cloroplastos tienden a
alargarse, las hojas disminuyan los espacios intercelulares, aumentando la cantidad
de estomas por unidad de area e incrementando la cantidad de cera y la complejidad
morfolégicas de las mismas (Montie, 1981; Darnell y Ferree, 1983; Fabbri et al.,
1986).
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En trabajos realizados con una intensidad de luz de 140 ymol m? seg™, se determiné
un incremento en la cantidad de clorofila, asi como un aumento en tamafio relativo
de células del mesofilo y mayor acumulacién de materia seca y area total de hoja
(Reyes et al. 1996; Kubota y Rajapakse, 1996), en tanto que Maesato et al. (1994),
encontraron un aumento de biomasa cuando se modificé la intensidad de luz de 7.3
pmol m? seg” a 15.4 ymol m? seg™ un mes después de su transferencia y cuando
se mantuvo solamente una de las dos intensidades de luz durante toda la fase de
aclimatacion, no se presentd ninguna respuesta en plantas de Lillum japonicum
producidas in vitro y Wulster et al. (1997) observd en plantas de L. /ongiflorurn
alteraciones morfologicas de las hojas a una intensidad de luz de 20 ymol m? seg™.

La luz es importante desde la etapa in vitro, en Lilium se ha encontrado mayor
formacién de bulbos al someterlos a tratamientos con mayor nimero de horas luz
que en aquellos donde se tuvo mayor nimero de horas oscuridad (Jeong et al. 1996;
Lim et al. 1998) y Capellades et al. (1990), observaron en Rosa multiflora que el
nimero de estomas y la longitud de las células epidérmicas de la parte abaxial y
adaxial de las hojas fueron mayores cuando se establecieron in vitro con una
intensidad de luz de 80 ymol m? seg”' y 75% de humedad relativa en comparacion
con aquellas que se sometieron a una intensidad 25 pmol m? seg™ de luz y 100%
humedad relativa.

Laforge et al. (1991) estudiaron la influencia de la luz (0, 125 y 250 pymol m? seg™),
de densidad de flujo fotonico fotosintético (DFFF) y del CO- (330, 1650 y 3000 pmol
m? seg™") aplicados en el enraizamiento ex vitro de tres especies (fresa, frambuesa y
esparragos), en la etapa de aclimatacion, determinaron que la mayor concentracion
de CO, aplicado in vitro a brotes incrementaron el peso seco de la planta en un 262
% y redujo en dos semanas el periodo de aclimatacién, observando una interaccion
lineal y cuadratica para intensidad de luz y concentracién de CO, respectivamente,
tanto para peso seco de la hoja, como para area foliar y nimero de hojas y aunque el
peso seco acumulado se incrementé significativamente para los niveles mayores de
intensidad de luz y CO-, la respuesta se debié al efecto de este ultimo. De la misma
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forma, encontraron una tendencia similar para el area foliar y la concentracién del
CO,, sin embargo, para el primero determinaron que a 330 pmol m? seg™'y 125 ymol
m? seg” de DFFF la respuesta fue Optima, mientras que el nimero de hojas
favorecié a altos niveles de DFFF.

Donnelly et al. (1984) al investigar sobre la capacidad de fijacion de CO, en
plantulas de frambuesa en un ambiente enriquecido con CO. bajo diferentes
intensidades de luz (40, 80 y 120 pymol m? seg™”) tanto in vitro como después del
transplante. Encontraron que la capacidad de asimilacién de CO, se incrementd
semanalmente, bajo todas las intensidades de luz, pero a 120 pmol m? seg”’ se tuvo
la mayor actividad por unidad de area. Después del transplante las nuevas hojas
formadas presentaron mayor capacidad de asimilacién de CO; a la mayor intensidad
de luz.

Dejardins et al. (1987), estudiaron que el efecto del CO. a (330, 900 y 1500 ppm.) ¥
de la intensidad luminica (condiciones externas y 150 umol m™ seg™), en plantulas
de fresa durante la aclimatacion, observaron que las mayores concentraciones de
CO; favorecieron el peso seco de la raiz y del brote y la intensidad luminica afecté el
peso seco de la hoja y de la raiz desde los 10 primeros dias. Estos resultados
favorecieron una reduccién en 15 dias a la etapa de aclimatacién, obteniéndose la
mejor respuesta con 900 ppm de CO, y 150 pmol m? seg™’ de intensidad luminica.

3.3.2. Humedad

La humedad relativa es considerada como el factor que mas afecta a la aclimataciéon
de plantas producidas por cultivo de tejidos. Las plantas originadas in vitro tienen la
cuticula escasamente desarrollada debido a la alta humedad relativa del medio 90-
100%, por consiguiente al transferir la planta a in vivo se produce una franspiracién
cuticular extra por la diferencia de humedad, por lo que se requiere un cambio
gradual durante la adaptacion de las plantas, de lo contrario se marchitan y
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eventualmente mueren (Preece y Sutter, 1991; Granada, 1990; Ghashghaie et al.,
1992).

La supervivencia y desarrollo de las plantas procedentes del cultivo in vifro ain es un
problema para algunos cultivos. Las plantas que se transfieren del tubo de cultivo al
invernadero o campo, deben someterse a un programa de endurecimiento gradual,
con periodo de disminucién de la humedad relativa. A pesar que existen protocolos
de aclimatacion, en donde se usa nebulizacién intermitente, frecuentemente ocurren
pérdidas significativas, particularmente en especies lefiosas de dicotiledéneas
(Capellades et al., 1990).

Durante la aclimatacién es importante considerar las condiciones ambientales que se
encuentran dentro del tubo, ya que se presentan cambios del 40 hasta el 60% de las
condiciones in vitro a in vivo (Read y Fellman, 1985). Con los sistemas de
microaspersién, ademas de mantener una alta humedad relativa, también se
incrementa el contenido de humedad del sustrato debiéndose procurar que no sea
muy alta, ya que se pueden provocar niveles anormales de 0, y CO,, lo que inhibira
el crecimiento de las plantas en proceso de adaptaciébn. En general, es
recomendable que una vez transplantadas, se coloquen en un ambiente cerrado para
mantener con mayor eficiencia una alta humedad relativa, sin necesidad de
incrementar el contenido de humedad en el sustrato.

La supervivencia de los tejidos cultivados in vitro después de sacarse del medio de
cultivo, puede depender del balance de los factores que involucran las caracteristicas
de las plantas para el transporte de agua, que estan relacionados con el incremento
en longitud y el contacto que tienen las raices con el agua, pudiendo ser importante
que la supervivencia dependa de una regulacién estomatica o cuticular (Shackel et
al., 1990. Debergh (1981), indica que la falta de cierre estomatico, durante el cultivo
de tejidos, es la causa de la deshidratacién de las plantulas en la fase de
aclimatacion, lo cual puede atribuirse al desarrollo anormal de las microfibrillas de las
células guarda de las hojas desarrolladas in vitro.
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Wardle et al (1983) indican que a una humedad relativa del 45 % las plantas de
crisantemo in vitro tuvieron una alta mortandad (cerca del 70%), debido a un severo
retraso en el desarrollo de los estomas, por lo que su diferenciacién celular fue
menor que aquellas que se desarrollaron en humedades relativas altas (90%).
Brainerd y Fuchigami (1981) encontraron que durante la fase de aclimatacion de
manzano se presenta mayor supervivencia cuando las plantas son sometidas a
condiciones de humedad relativa baja (30 a 40 %) en un lapso de 4 a 5 dias
posteriores a la transferencia, observando mejor respuesta estomatica y un mayor
desarrollo de las plantulas.

Por su parte, Ritchie et al. (1990) encontraron en crisantemo un crecimiento a 80%
de humedad relativa y para Damiano (1980) con Fragaria x ananassa recomienda
que deba mantenerse una humedad relativa mayor del 90% durante los primeros 15
dias postransplante y mayor del 80% durante 14 dias para Saintpaulia inonantha.
Esto indica que debe existir un control especifico durante la fase de aclimatacién
para cada especie y que cada especie tiene un comportamiento diferente a las
condiciones de humedad en el ambiente.

Arellano y Gonzélez (1985) registraron la supervivencia a los 30 y 60 dias después
del transplante en ciruelo y fresa, donde a los 30 dias para ciruelo se obtuvo 81% y
en fresa de 77%, mientras que a los 60 dias en fresa fue de 71% y para ciruelo de
69%. En contraste, los resultados de supervivencia obtenidos en fresa por Acosta
(1993), fueron casi del 100% en los tratamientos probados, por lo que indica que esta
especie no tiene problemas; sin embargo la concentracion de NHsNO; durante el
cultivo in vitro repercutié en el desarrollo de las plantas durante su aclimatacion.

En conclusién se puede mencionar que el valor de humedad relativa (en promedio
100%) es de suma importancia durante los primeros 30 dias de la aclimatacién,
siendo el factor determinante en la supervivencia de las microplantas. Cabe sefalar
que en este periodo es donde se resienten con mayor grado los cambios en los
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intervalos de humedad, favoreciendo o no el éxito del experimento. Pasando este
periodo la humedad relativa se considera como un factor complementario, ocupando
mayor jerarquia los nutrimentos.

3.3.3. Temperatura

La mayoria de los autores han considerado que la temperatura es un factor
importante, pero complementario, temperaturas altas o bajas, asi como las
fluctuaciones muy drasticas pueden dar como resultado un crecimiento muy irregular.
El desarrollo de raices puede acelerarse con el uso de camas -calientes
especialmente cuando la temperatura del ambiente es baja. Se ha recomendado
regular la temperatura del invemadero con el empleo de un termostato cuando se
cuenta con instalaciones automatizadas, es decir, invernaderos con muro humedo,
extractores y calefaccion (Wardle et al., 1983).

Lilien-Kipnis y Kochba (1987), consideron que la supervivencia de plantulas de
gladiolo después de transferirlas a suelo, dependié de la temperatura, encontrando
que a 27°C ninguna plantula enraizé y las raices formadas in vitro murieron. Después
de tres semanas, alrededor del 56% de las plantas que sobrevivieron no mostraron
crecimiento y el follaje present6 clorosis. A 17 °C todas las plantas sobrevivieron, las
raices crecieron y emergieron nuevas hojas. Posteriormente, las plantas se
desarrollaron a una temperatura ambiente de 27 a 28°C diurna y 19 a 21°C nocturna
presentado del 84 al 92% de arraigo. Resultados similares se han encontrado en
lechuga (Koevary, et al. 1978) y frambuesa (Palonen y Buszard, 1998) donde se
reportdé mayor supervivencia durante la fase de aclimatacion, cuando las plantas
fueron tratadas inicialmente con temperaturas entre 15 a 18'C, aunque no
consideraron que la temperatura fuera el Unico factor que interviniera en este
comportamiento.

En plantulas de calabaza (Cucumis sativus L.), Burke y Oliver (1993) observaron que
la temperatura Optima de incubacion fue entre los 20 y 25°C, ya que con
temperaturas inferiores o superiores afecté la actividad enzimatica involucrada en
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procesos de fijacion de carbono; la mayor acumulacién de clorofila ocurrié en
plantulas bien hidratadas con un potencial hidrico de -0.01 MPa, la cual se redujo
notablemente al abatirse el potencial a -0.30 MPa. Lo anterior se atribuyé a la
reduccién en el contenido de carbohidratos, los cuales podrian estar involucrados en
la sintesis de clorofila.

3.3.4. Sustratos

Las mezclas de sustratos a usar en el transplante (musgo, agrolita, vermiculita,
arena, tierra de hoja, etc.) influyen en el porcentaje de supervivencia y en el
subsecuente desarrollo de las plantas. Las distintas especies pueden desarrollarse
bien en diferentes sustratos, sin que exista una norma general para todas las plantas
con respecto a que sustrato utilizar; sin embargo, es aconsejable utilizar los sustratos
en los cuales las especies normalmente se desarrollan al ufilizar los métodos
convencionales de propagacion vegetativa (Granada, 1990).

En la mayoria de las plantas es importante que el sustrato sea poroso, con buen
drenaje, buena aireacién y con un pH adecuado. En general el sustrato debe
contener al menos 50-60 % de materia organica, el pH se debe mantener entre 5.5 y
6.5 (Granada, 1990; Rogers y Tjia, 1990).

Si bien las plantas pueden tener alguna capacidad genética de resistencia a
enfermedades, cuando son sacadas de los recipientes de cultivo in vitro, son muy
susceptibles al ataque de patégenos. Por tanto, la esterilizacion del sustrato y
contenedores, son muy importantes. Con frecuencia se utilizan fungicidas para
prevenir el ataque de hongos durante el proceso de adaptacion, los cuales se aplican
directamente al sustrato o bien a las plantas antes y/o después del transplante
(Granada, 1990).
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Existen diferentes ingredientes que pueden ser combinados para lograr un sustrato
apropiado para las plantulas, tomando en cuenta que estas presentan raices
pequefas y delicadas y requieren sustratos de textura fina. Las mezclas empleadas
méas cominmente contienen aproximadamente 50 % de turba mas periita, vermiculita
o agrolita, con tierra de hoja previamente esterilizada. Después del establecimiento
en la camara, las plantas estan listas para el transplante en macetas mas grandes
(Wardle et al., 1983).

En zarzamoras se obtuvo el 4.3 % de supervivencia de plantas enraizadas in vifro y
después de transplantadas en turba, mientras que los brotes sin raiz transplantados
y enraizados directamente en turba, sobrevivieron el 71% (Skirvin y Chua 1981).
Por otro lado, Rugini y Fontanzza (1981) reportan que la transferencia a suelo de
plantas enraizadas in vitro y colocadas en bloques de turba de 11 X 46 mm
obtuvieron el 100% de supervivencia.

Damiano (1980) mencioné que los mejores resultados los obtuvo con turba con un
pH de 5.5 a 7. Asi mismo, Linenberger (1983) sefalo que después de 21 dias
microestacas de cerezo cv Hally Jolivette enraizaron in vitro el 78 % y su
supervivencia en suelo en una mezcla sin esterilizar de turba y perlita 1:1 (viv) fue
mayor, sin embargo, en aquellas plantas que enraizaron in vitro presentaron el 80%
de supervivencia

A continuacién se describen algunas caracteristicas generales de los materiales mas
comunes utilizados como sustrato en la fase de aclimatacién de plantas obtenidas in
vitro.

a) Agrolita.
Es un mineral de origen volcanico que es calentado a 982.2°C para expandir la
particula, debe ser cribado para eliminar el polvo. Las propiedades de la agrolita son:

» Particulas grandes.

» Buena aireacién. Incremento en el espacio poroso, lo cual mejora el drenaje.
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Baja retencion de humedad.

» Espacio poroso total. EPT o Pt=95.47%
» Volumen de aire. CA. =74.40%

» Agua faciimente disponible AFD =5.13%
» Agua de reserva AR = 1.39%

» Agua dificiimente disponible ADD = 14.55%
Muy baja densidad. Ingrediente que aligera mucho la mezcla.
» Da=0.12g*cm’.

> Dr= 2.65g%cm’.

Baja CIC.

» Conductividad eléctrica CE = 0.01dS*m™.
PSB intermedio, pH cercano al neutro.

No tiene capacidad amortiguadora.

Baja en sales solubles.

> N=2mg"".

P =3mg*l".

K =4mg*".

Ca=190mg"I"".

> Mg =7mg"".

Libre de plagas y/o enfermedades.

Libre de sustancias téxicas.

Y ¥V V¥

Facil de mezclar. Puede incorporarse hasta un 80% de la mezcla.
Uniformidad de lotes.

Fécil disponibilidad.

Precio intermedio.

b) Turba.

» 95% organico
> pH34a44
» pH después de la incubacién : 5,5-6,0
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Conductividad eléctrica : 0,8 — 1,2 mmhos/cm
Acido Humico( % ) 3.5-4.0

Contenido de ceniza 5 %

Densidad aparente :70 - 80 g/l

% en humedad : 35 % a 45 %

Absorcién: 12 veces su peso seco

v

v ¥ ¥ ¥ ¥

Exenta de insectos y sin olores desagradables

v

Enriquece todo tipo de suelos

De utilizacién agradable

Permite reducir la frecuencia de los riegos
Asegura a las plantas un crecimiento 6ptimo

v ¥V ¥V ¥V

Desarrolla al maximo el sistema radicular

v

> % del contenido de agua 35 a 55
> Gran capacidad de retencion de agua.

3.3.5. Nutricion.

En general, los trabajos que se han efectuado para la fase de aclimatacion estan
dirigidos en la variacion de condiciones ambientales, principalmente: luz, temperatura
y humedad; pero poco se ha considerado que la planta proveniente del cultivo in
vitro, se encuentra en condiciones idéneas de nutricion y al ser transferidas a un
medio en el cual el vegetal debera absorber sus nutrimentos en forma activa, la
planta no cuenta con condiciones favorables para tal fin, por lo tanto puede disminuir
la posibilidad de adaptarse a condiciones naturales (Guerrero, 2000). Siendo una
posible razon por las cuales se tiene una baja sobrevivencia durante esta etapa, la
cual solo llega a alcanzar el 45% en algunas especies (Ghashghaie et al. 1992,
Granada, 1990; Marino, 1983).

Con relacién a la nutricién suplementada en fase de aclimatacién en Agavaceae, no
existe nada reportado al respecto, sin embargo, Veldsquez-Mendoza y Fucikovsky
(2003) encontraron que las plantas de Agave tequilana, de un afio de establecidas,
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requieren de una relacién N-P-K de 5:1:3, obteniendo un mayor numero de hojas, y
mayor longitud del cogollo. Ademas encontraron que el A. tequilana, responde
mejor a bajas concentraciones de nitrégeno, fésforo y potasio y que el amonio tuvo
una estrecha relacion con los niveles de deficiencia oculta, 6ptima y consumo de la
curva de abastecimiento nutrimental.

3.4. Caracteristicas de las plantas propagadas in vitro.

La anatomia y fisiologia de las plantas propagadas in vitro presentan alteraciones en
sus caracteristicas y procesos, con relacién a las plantas que crecen en ambientes
naturales, por lo que se hace necesaria una gradual adaptacién o aclimatacién a las
condiciones medioambientales que favorezcan un crecimiento normal de las plantas
(Read y Fellman. 1985; Debergh, 1991).

Durante el cultivo de tejidos, los explantes son confinados a un ambiente casi o
totalmente hermético y controlado, lo que puede ocasionar modificaciones tanto en la
composicion de los gases de la atmésfera del frasco de cultivo, como en la
morfologia, anatomia y fisiologia de las plantas (Cournac et al., 1991; Dube y
Vidaver, 1992; Yue et al, 1992).

En general, las plantas no presentan cambios morfolégicos observables a simple
vista, sin embargo, se han encontrado que las vitroplantas no llegan a presentar
algunas caracteristicas como pubescencia en la Iamina foliar y su tamario y grosor es
comparablemente menor al de plantas formadas en condiciones naturales (Guerrero,
2000). Pero al observar la anatomia de las plantas, se encuentran grandes
diferencias como el grosor de cuticula, menor nimero de vasos del sistema de
conduccién, células menos isodiamétricas, entre otras caracteristicas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacidén

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
y en el area de invernaderos de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitian de la
Universidad Nacional Auténoma de México, ubicada en el municipio de Cuautitian
Izcalli, Edo. de México.

4.2. Material vegetativo.

Se utilizaron vitroplantas de Agave tequilana Weber var. Azul obtenidas previamente
in vitro, a partir de brotes de hijuelos de rizoma, en el medio de cultivo Cruz-Pizarro
(2000), (anexo 2) de 6 semanas en tubo, las cuales fueron transferidas a macetas de
plastico de 4 pulgadas de diametro.

43. Caracteristicas del drea de investigacién

Se utilizé un invernadero tipo dos aguas, con cubierta de cristal, utilizando en su
interior malla sombra de 35 % de reflexién de luz, nebulizadores y humidificador, el
piso se acondicioné con una capa de tezontle.

Para mantener condiciones asépticas del cuarto de aclimatacién, se realizé
aspersiones de Captan (3.0 g L) cada siete dias, durante todo el experimento.
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De acuerdo a las caracteristicas fisico-quimicas que presentan los sustratos y a

trabajos similares realizados sobre aclimatacion, se decidi6 utilizar una mezcla de

turba (Peat moss) y agrolita en una proporcién 3:1 v/v, con la finalidad de mantener

suficiente humedad en el medio de anclaje y proporcionar cierta cantidad de

nutrimentos derivados del sustrato orgéanico (turba)

43.2. Luz

Durante los primeros 15 dias se mantuvo una intensidad luminica de 130 pmol m™

seg”, valor al cual las plantas empiezan normalmente su actividad fotosintética;

aumentando posteriormente a 500 pmol m? seg” durante un periodo de 30 dias,

para terminar con 1000 pmol m2 seg™, hasta finalizar el experimento (Cuadro 2).

Cuadro 2. Manejo de la Intensidad luminica durante la fase de aclimatacion de A.
tequilana Weber cv azul obtenido in vitro con diferente proporcién N-P-
K.
INTENSIDAD DIAS DESPUES

PERIODO PROTECTOR LUMINICA DE
(umol m?seg” ) | TRANSFERENCIA

Encalado + malla + sombra 130 0

Encalado y malla sombra 500 16

Encalado 1000 31a 84
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4.3.3. Humedad Relativa

Se mantuvo una Humedad Relativa (HR) alta (90%) con la utilizacion de la bolsa de
plastico durante los primeros siete dias, posteriormente se emplearon nebulizadores
y humidificador ultrasénico, que permitié6 durante los siguientes 15 dias mantener
una HR promedio de 80%, disminuyendo progresivamente 20% de HR cada 15 dias,
hasta terminar con la HR entre 40 y 60% (Cuadro3).

Cuadro 3. Manejo de Humedad relativa y temperatura durante la fase de
aclimatacion de A. tequilana Weber cv azul obtenido in vitro con
diferente proporcion N-P-K.

Etapas Aspersion Dias después de | Humedad |Temperatura
transferencia % °C
D N
1 Mgl .0 95 26 24

(Bolsa de polietileno)

4 riegos por dia y

2 16 80 25 | 24
humidificador

3 3 riegos por dia 31 60 25 18

4 2 riegos por dia 46 50 21 | 12

5 1 riegos por dia 61 40-60 21 | 12

D = Temperatura Diumna; N = Temperatura Nocturna
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4.4. Manejo agronémico
4.4.1. Transplante

Se extrajeron las plantas del medio de cultivo, lavando las raices, para eliminar los
residuos del medio de cultivo, posteriormente, se sumergieron en una solucién
fungicida (Captan a razén de 3.5 g-L") durante 10 segundos, finalmente se
eliminaron las raices y se aplicaron auxinas a 5000 ppm (Radix) con la finalidad de
promover el desarrollo de nuevo sistema radical y asi asegurar un mayor porcentaje
de arraigo.

Posteriormente se transplantaron en macetas de 4", cubriéndolas con bolsas de
plastico transparente durante los primeros 7 dias para mantener una humedad
relativa alta y evitar la deshidratacién y muerte de las mismas; por Ultimo se
colocaron espacialmente de acuerdo al arreglo experimental.

4.4.2. Riegos

Se aplicb un riego ligero diariamente y fertirrigacién en dos oportunidades
semanales, con un gasto de 40 mi-planta™, desde el inicio hasta el final de la
investigacién.

4.4.3. Control fitosanitario

Las condiciones ambientales de elevada HR y temperatura, son idéneas para el
desarrollo de enfermedades fungosas, por lo que se realizé en forma preventiva, la
aplicacion de fungicida cada siete dias, (Captan a razén de 3 g-L™).
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4.5, Disefio Experimental

Se utilizd un disefio experimental completo al azar, con trece tratamientos que se
consideraron bajo diferente relacién N-P-K. Se establecieron ocho repeticiones,
considerando como unidad experimental una planta, lo cual generé 104 unidades
experimentales (anexo 3).

4.5.1. Tratamientos
Se prepararon diferentes soluciones nutritivas de N-P-K, variando la concentracion
de acuerdo al tratamiento (Cuadro 4).

Cuadro 4. Tratamientos durante la fase de aclimatacion de A. tequilana
Weber cv. azul obtenido in vitro con diferente proporcion N-P-K.

Trat CO"‘;P-:“;CW" ELEMENTOS en mEqeL" ELEMENTO EN ppm

N| P K |Ca|Mg| Mn Cu Zn Mo
1 | 1-0.15-066 |1]0.15|066 | 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
2 | 3-015-066 |3|0.15|066| 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
3 | 1-045-066 |1]|0.45|066| 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
4 | 3:045-066 |3|045|066| 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
5 |1-015-198 [1]0.45|198| 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
6 |3-015-198 |3|045|198| 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
7 | 1-045-1.98 | 1045|198 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
8 | 3-045-198 |3|045|198| 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
9 | 4-030-132 |4]030|132| 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
10 | 2-060-132 |2|060 | 132 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
11 | 2-030-132 |2|030 | 132 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
12 | 2-0.30-264 |2|030 | 264 | 1 | 1 | 0.550 | 0.064 | 0.065 | 0.048
13 Bmlxl) (%] o f = {® Ja | = . . .
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4.5.2. Variables de estudio

Se consideraron como indices de aclimatacion la formacién y crecimiento de nuevos
tejidos de hoja y tallo, por tanto, se realizaron doce evaluaciones con intervalos de
siete dias durante la fase de aclimatacién considerando ndmero y longitud de hoja;
longitud de raiz y volumen de planta considerando el diferencial entre inicial y final.

Numero de hojas

El registro inicial de datos para este pardmetro se realiz6 antes de efectuar el
transplante, posteriormente se tomaron datos cada siete dias, se contabilizaron
unicamente las hojas que estuvieron totalmente separadas del cogollo. Todos los
datos fueron considerados para ser graficados, pero Gnicamente la diferencia entre la
medicién inicial y final se analizé estadisticamente.

Longitud de planta

La primera medicién fue antes del transplante, después se continué a la tercera
semana del transplante y posteriormente se llevaron a cabo cada siete dias, para lo
cual se utilizo una vemier, la altura se tomé a partir de la base hasta el apice de las
hojas (Espiga apical). Similar al nimero de hojas, los resultados de cada muestreo
fueron considerados para determinar el crecimiento relativo y la velocidad de
crecimiento, mientras que la diferencia entre el tamario inicial y final, se consideré
para su anélisis estadistico.

Lon raiz

La longitud de raiz se determiné por el método de Bohn (1979), el cual refiere que las
raices deben ser colocadas en una charola de cristal con papel milimétrico en el
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fondo, con el cual se contabiliza las intersecciones de las raices con la cuadricula,
para aplicar la formula siguiente:
R=Nx UC x 0.7857
Donde: R = Longitud de raiz en cm
N = Ndmero de intersecciones
UC = Unidad de la cuadricula (0.5 cm)

El dato que se consider6 fue solo el del final del experimento, en virtud que fueron
eliminadas las raices al momento de la transferencia a suelo, por lo tanto, todas las
plantas tuvieron la misma oportunidad de crecimiento, sin importar el tratamiento al
que fueron sometidas.

Volumen de planta

Se estableci6 el crecimiento de la planta a través del espacio que ocupaba en el
espacio a través de su volumen, el cual se valoré por medio de un volumen conocido
en una probeta graduada, que al colocar el material vegetativo se contabilizé el
incremento que presentd. Las mediciones se hicieron previo a la transferencia a
suelo, como al final del experimento, 12 semanas posteriores al transplante. La
diferencia entre estos dos resultados fue la que se consideré para los anélisis
respectivos.

nal stadistico

A todas las variables se les realizé andlisis de varianza y comparacién de medias con
la prueba de diferencia minima significativa de Tukey (P a 0.05).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En general, se encontré que las plantas que fueron tratadas con suplementacion
nutritiva durante la fase de aclimatacion, tuvieron un mejor crecimiento que las
plantas a las que no se les adicioné ninguna fertilizacién; solamente en la variable
longitud de raiz se tuvo un mayor crecimiento en las testigos a comparacion de la
mayoria de los tratamientos.

Los analisis de varianza aplicados a las diferentes variables de estudio, no mostraron
diferencias estadistica significativas con respecto a nimero de hojas y longitud de
planta; pero se encontraron diferencias altamente significativas en volumen de planta
y longitud de raiz (Cuadro 5). Sin embargo, a pesar de no tener similitudes en los
tratamientos de las dos primeras variables, se encontraron diferencias que son
importantes de ser analizadas en relacién con los tratamientos a las que fueron
sometidas.

5.1. Namero de hojas

La mayoria de las plantas tuvieron un promedio de incremento en el nimero de hojas
de 1 a 2 (Grafica 1), a partir de las formadas in vitro, las cuales en forma general se
fueron perdiendo a través del tiempo de aclimatacion, como lo reporté Fabbri et al.
(1986) en plantas de fresa y Guerrero (2000) en plantas de lilis, las hojas formadas
in vitro sirven para la formacién de nuevos érganos, hojas y raices, durante la fase de
aclimatacion, debido a que son la primera fuente de carbohidratos bajo condiciones
externas, cuando la planta pasa a ser un organismo totalmente autétrofo.
Observamos que, el Agave tequilana no esta exento de este mecanismo de
adaptacién, presentandose dos hojas al salir de tubo, las cuales pierde gradualmente
en un lapso de tiempo de 7 a 10 dias, pero generan la formacién de nuevas hojas
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que por lo menos morfolégicamente, cuentan con todas las caracteristicas para

crecer en forma normal en condiciones naturales.

Cuadro 5. Diferencias de las variables nimero de hojas, longitud de planta,

volumen de planta y longitud de raiz, en plantas con diferente dosis de
N-P-K durante la aclimatacién de Agave tequilana obtenidas in vitro a
las 12 semanas después del transplante.

Trat Dosis Ndmero  Longitud Volumen de planta  Longitud de raiz
N-P-Ken dehojas de planta
mEg-L"
1 1-0.15-0.66 1.5 a 20243 a 26437 ab 5.7375 bc
2 3-0.15-066 21875 a 1.3937 a 26437 ab 5.5187 c
3 1-045-066 14375 a 16125 a 15725 d 5675 bc
4 3045-066 1625 a 19375 a 2.125 c 7.175 a
5 1-0.15-198 225 a 22812 a 29687 a 6.8312 a
6 3015-198 19375 a 19687 a 27812 a 6.4062 ab
7 1-0.45-1.98 175 a 12625 a 23593 bc 5.2625 d
8 3045198 20625 a 1.45 a 24875 b 6.375 ab
9 4-0.30-1.32 175 a 18062 a 24375 bec 6.0062 b
10 2-060-1.32 20625 a 15687 a 23343 bc 6.7562 a
11 2-030-1.32 23125 a 13937 a 24062 bc 5.4312 c
12 2-0.30-264 2625 a 13187 a 1.9968 cd 6.2937 ab
13 0-0-0 16875 a 1.0437 a 22625 bc 6.5687 a

Tratamiento con la misma letra son estadisticamente iguales segtin Tukey (p20.05)
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Sin embargo, en este proceso de formacién de nuevas hojas, no se puede considerar
que sea necesario la aplicacién de solucién nutritiva, por lo menos en los primeros
dias después de su transferencia, pues las plantas del testigo (tratamiento 13)
presentaron un comportamiento similar a las de algunas suplementadas
nutrimentalmente, como las de los tratamientos 3 y 6 (gréfica 2), pero tampoco puede
considerarse que no se tenga un efecto positivo en la suplementaciéon nutrimental,
pues en la mayoria de los tratamientos encontramos mayor formacién de nuevas
hojas, siendo el mejor tratamiento el de concentracion N - P- K de 2 - 0.30 - 2.64
mEq-L™ (tratamiento 12). Este resultado puede deberse al efecto de la relacion e
interaccion entre los tres macroelementos, lo cual puede estar involucrado mas
directamente entre la relacion N : P, la cual es 6.66 : 1, lo cual es similar a lo
propuesto por Velasquez-Mendoza y Fucikovsky (2003) en el abastecimiento
nutrimental de plantas de Agave tequilana con un afio de crecimiento y bajo
condiciones naturales, donde determinaron que la relacién N : P esde 5 : 1 y se
refuerza por la expresion de las plantas de los tratamientos 11 y 5, donde, a pesar de
ser diferentes en la concentracion de N y P, la relacién se mantiene igual, teniendo el
mayor nimero de nuevas hojas formadas en el periodo de aclimatacién. Pero es
importante considerar que una alta concentracién de fésforo fue contraproducente
para el desarrollo de nuevas hojas, pues las plantas donde se aplicaron 0.45 mEq-L™
de este elemento tuvieron menor cantidad de hojas, mas aun si la concentracion de
N y/o P fue minima, como lo muestran las plantas de los tratamientos 3y 7.

Al ver el comportamiento a través del tiempo (grafica 1) se muestra que todas las
plantas, independientemente del tratamiento, presentaron una disminucion en el
nimero de hojas durante la primera semana, lo cual puede considerarse normal por
el efecto de estrés que presentan las plantas al ser transferidas del tubo a
condiciones naturales.
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Las plantas, in vitro se encuentran con alta humedad relativa, alto contenido de
nutrimentos y carbohidratos, temperatura diurna y nocturna sin oscilaciones; mientras
tanto, en condiciones naturales, la humedad relativa y la temperatura no son
estables, ademas que la planta debe comportarse como un organismo totalmente
autétrofo, lo cual provoca la pérdida de hojas durante los primeros dias, similar a lo
sefialado por Fabbri et al. (1986) y Guerrero (2000); posteriormente, se presenta un
incremento constante hasta la 12" semana en el periodo de aclimatacion.

Grafica1. Crecimiento relativo del nimero de hojas de Agave tequilana Weber cv.
Azul obtenidas in vitro, durante la fase de aclimataciébn a las 12

semanas después del transplante.

Numero de hojas

SEMANAS
s Trat] ———Trat2 —-—-Trat3 === Trat4 Trat5
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Trat 11 Trat 12 Trat 13
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Con respecto al comportamiento, la grafica 1 muestra que la formacién de nuevas
hojas es constante y con tendencia a incrementarse conforme el tiempo transcurre,
sin presentarse, en ninguno de los tratamientos, plantas con nuevas hojas,
manteniendo hasta el dltimo muestreo, un nimero entre 5 y 6 hojas. Sin embargo,
las plantas del tratamiento 12, aunque no fueron las que tuvieron mas laminas
foliares al final de la investigacién, si tuvieron un mayor nimero de hojas nuevas con
respecto a las que presentaron al inicio de la investigacién. Mientras que las del
tratamiento 4 fueron las que mayor nuimero tuvieron al final de la investigacion, pero
siendo 39% menos eficiente en la formacién de hojas, con respecto a las del
tratamiento 12.

Grafica2. Numero de hojas neoformadas en las plantas de Agave tequilana
Weber cv  azul, obtenidas in vitro, sometida a diferentes niveles de N-
P-K durante la fase de aclimatacién a las 12 semanas después del
transplante.

NUMERO DE HOJAS

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13
TRATAMIENTOS
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5.2. Longitud de planta

Con respecto a esta variable, no se encontraron diferencias significativas (Cuadro 5),
sin embargo, se pudo observar, en la mayoria de los tratamientos, un
comportamiento contrario al del nimero de hojas, siendo las plantas del tratamiento
12 las que menor longitud alcanzaron, mientras que las del fratamiento 1 fueron de
las que mayor incremento tuvieron (gréfica 3), esto pudo deberse al establecimiento
de un equilibrio entre formar nuevas laminas foliares con el crecimiento de las
mismas, lo cual genera una correlacién negativa, aunque no significativa
estadisticamente (Cuadro 6).

En este parametro, se pudo observar que las plantas testigo (tratamiento 13), fueron
las que menor incremento de tamario tuvieron lo cual indica que para el crecimiento
si fue positiva la aplicacién de solucién nutritiva, lo cual indica que la planta si tiene
un aprovechamiento de los nutrimentos y existe un comportamiento similar al de la
fase in vitro, en la que se encuentra en solucion los elementos que requiere para su
crecimiento y son tomados en forma pasiva al ser introducidos al sistema de la planta
junto con el agua, situacién similar ocurre al aplicar fertirrigacion en un sistema
hidrop6nico.

Sin embargo, se observé que las plantas del tratamiento 5 (grafica 4), tuvieron el
mejor comportamiento en cuanto a longitud de planta se refiere, donde nuevamente
se puede considerar la importancia de la relacién N : P : K, pues si bien se podria
mencionar que la mayor concentracién de potasio, con respecto al nitrégeno, pudo
haber sido un factor que favorecié el crecimiento, como lo muestra la respuesta del
tratamiento 6, donde las plantas tuvieron también un excelente comportamiento, sin
embargo, bajo la misma relacién N : K, las plantas del tratamiento 7, fueron 45%
menores que las del mejor tratamiento, lo cual indica la concentracién con el fosforo,
donde, en este ultimo tratamiento, se tuvo la mayor cantidad del elemento.
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Al observar el crecimiento de las plantas a través del tiempo, se encontré el mismo
comportamiento que la formacién de nuevas hojas (grafica 4), en todos los
tratamientos las plantas tuvieron una disminucién de la velocidad de crecimiento, lo
cual pudo deberse al cambio de ambientes entre la fase in vitro y la de aclimatacion,
solo las plantas del tratamiento 9 tuvieron un comportamiento diferente, pues en ellas
se observd un comportamiento constante en forma alternada hasta la octava semana
(gréafica 4), en la cual tuvo un despegue que le permitié tener un mejor crecimiento en
comparacién con la mayoria de las ofras relaciones N - P - K, a excepcion de los
tratamientos 1, 4, 5 y 6. Esta respuesta pudo ser resultado de la alta concentracion
de nitrégeno que se aplicé en la solucién nutritiva, sin embargo, en general, se
encontré que las de menor cantidad del elemento (1 mEq-L™") tuvieron la mejor
respuesta (tratamientos 5 y 1). Esto sin demeritar la actuacién de los otros elementos
adicionales que acorde a una relacion N-P-K generan resultados antagénicos a las
respuestas esperadas, aunque vuelve a apoyarse el hecho de que a mayor
concentracién de nitrébgeno no se tiene la mejor respuesta, por lo menos en Agave
tequilana, como lo establecen Velasquez-Mendoza y Fucikovsky (2003).

Pero en general, todos los tratamientos incrementaron la velocidad de crecimiento a
partir de la novena semana, que se mantiene hasta el final de la investigacién y se
infiere que continuara este mismo comportamiento, lo cual debe llegar a estabilizarse
en terreno definitivo, cuando la planta alcanza su completa madurez siendo de siete
afos como lo establece ASERCA (2000).
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Gréafica3. Incremento final para la variable longitud de las plantas de Agave
tequilana Weber cv azul, obtenidas in vitro, durante la fase de
aclimatacién a las 12 semanas después del transplante.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
TRATAMIENTOS

—_
o

Es importante mencionar que si bien las platas del tratamiento 1 fueron las que
aparentemente mantuvieron una curva ascendente en lo que a velocidad de
crecimiento se refiere, a partir de la 4° semana de evaluacion, no fue la que mejor
resultado tuvo aunque comparativamente resulta insignificante, siendo menor del 1%
la diferencia contra las plantas del mejor tratamiento (tratamiento 5), teniendo este
ultimo una menor longitud al terminar los muestreos pero una mayor ganancia con
relacién al tamafio que presenté al momento de la transferencia y que tuvo un
comportamiento de incremento constante en la velocidad de crecimiento a partir de la
3°® semana, posteriormente una constante desde la 6° al 9° muestreo para volver a
presentar un aumento constante hasta el final de la fase de aclimatacion.



38

Grafica4. Crecimiento Relativo de longitud de hoja en plantas de Agave
tequilana Weber cv azul, durante la fase de aclimatacién a las 12
semanas después del transplante.

) | [ —
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5.3. Volumen de planta.

En cuanto a la variable volumen de planta se encontraron diferencias altamente
significativas (cuadro 5), a este respecto se puede observar (grafica 5) que el
comportamiento de las plantas del tratamiento 5 obtuvieron el incremento mas alto
de todos con un aporte bajo del elemento fésforo (0.15 mEq-L™), a diferencia del
tratamiento 3 que observé una respuesta menor cuando el aporte del elemento
fosforo fue mayor (0.45 mEq-L'1) manifestando una disminucion importante en
cuanto a la variable en cuestién.
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El tratamiento nimero 5 esta relacionado estrechamente con la variable longitud de
planta que también en su comportamiento del tratamiento 5 fue el mejor, esto puede
deberse a que las plantas tuvieron un mayor crecimiento y por ende mayor volumen,
pudiendo deberse a que se tenga mayor nimero de células, o éstas tengan mayor
turgencia resultado del efecto simple de la presencia de potasio en la solucién
nutritiva sobre el volumen final de las plantas.

La tendencia del efecto de las concentraciones sobre el volumen de las plantas esta
dirigido hacia al incremento, indicando que no se ha cubierto la demanda nutricional
de las plantas y asumiendo con ello que la demanda de potasio en las plantulas del
agave es alta, por lo que se sugiere emplear altas concentraciones (1.98 mEq L")
de este elemento.

Es importante la relacion P:K en la ganancia de volumen ya que en el tratamiento
numero 5, que mostré el mejor comportamiento, tuvo una concentracién P : K de
0.15: 1.98 mEqQ'L™" , que es la menor para fésforo y la mayor para potasio; en cuanto
al tratamiento nimero 3, que manifesté una menor ganancia de volumen incluso
menor que el testigo en 35%, con una relacion P:K con fésforo (0.45 mEq-L") y
potasio de (0.66 mEq-L™) fue inverso a la relacion que se presentd en el tratamiento
5.

En general, se tuvo un incremento de volumen de planta entre el inicial y final
superior al 100%, pero fue el tratamiento 5 el que presentd un aumento del orden de
264%, mientras que el tratamiento 3, mostré el menor incremento, con un diferencial
de 186%, teniendo una diferencia entre ellos de 78%
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Gréfica 5. Incremento de volumen en las plantas de Agave tequilana
Weber cv azul, obtenidas in vifro durante la fase de
aclimatacion a las 12 semanas después del transplante.
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5.4. Longitud de raiz

Es importante proporcionar condiciones adecuadas al sistema radical en los primeros
dias de la aclimatacién para que este 6rgano comience a funcionar y generar nuevas
raices que puedan absorber agua y nutrimentos para evitar que las plantas mueran.

Respecto a la variable longitud de raiz se encontraron diferencias significativas
(Cuadro 5), a este respecto las plantulas en general tuvieron un incremento radical
entre 5 y 7cm promedio al termino de los muestreos (grafica 6), sin embargo el
comportamiento de! tratamiento 4 fue el que obtuvo mayor ganancia en la estructura
radical con 7.18cm, en contra parte el tratamiento 7 fue el que menor respuesta
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mostré al aporte nutrimental, en consecuencia a esto el desarrollo del sistema radical
fue de menor longitud que los tratamientos restantes en esta variable.

Gréfica 6. Crecimiento de longitud de raiz en plantas de Agave tequilana
Weber cv azul, obtenidas in vitro, durante la fase de aclimatacion
a las 12 semanas después del transplante.
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En cuanto a esta variable se puede considerar que el crecimiento que tuvo la raiz
dependi6 totalmente de la formacién y crecimiento de los érganos aéreos, en virtud
que inicialmente fueron podadas las raices provenientes de la fase in vitro.
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Encontrando una alta diferencia significativa al realizar los anélisis de varianza
correspondientes, por lo que se realizé la comparacion de medias por el método de
Tukey, estableciéndose el andlisis siguiente:

Las plantas del tratamiento 5 siguen presentando un mejor comportamiento
presentandose solo una diferencia de 5 % con respecto al mejor tratamiento, lo cual
implica que estas plantas mantuvieron un equilibrio en la formacién y crecimiento de
sus diferentes 6rganos (hojas y raices) y corresponde a una relaciéon N : P : K de (1-
0.15 - 1.98) en donde se demuestra que las bajas concentraciones de nitrégeno son
favorables para el desarrollo del Agave tequilana; sin embargo, no represento el
mejor tratamiento, lo cual no puede ser imputable a ninguno de los elementos
nutrimentales, pues si bien las plantas del fratamiento 4 que fueron las que mayor
longitud de raiz alcanzaron y que pudiera considerarse que el efecto de la mayor
concentracién de fosforo (0.45 mEq-L™) pudo inducir a un incremento del sistema
radical, no puede establecerse como un efecto directo en virtud que tratamientos con
una concentracion igual no tuvieron un crecimiento similar al del mejor y si bien
pudiese existir una relacién entre el fosforo y el potasio, en el estimativo de una
mayor concentracién de K con respecto a P para producir un mejor resultado que se
pudiese establecer conforme lo muestran las plantas del tratamiento 10, se denega
dicha condicion pues resulté con mejores caracteristicas la del tratamiento 5 las
cuales tuvieron una concentracién P : K de 1:20.

Ante lo expuesto, se puede inferir que existe una relacién entre el nimero de hojas y
la longitud de raiz, lo cual se comprueba al realizar la correlacion entre variables que
si bien no resulta significativa, se puede observar que a mayor nimero de nuevas
hojas formadas durante la fase de aclimatacion tiene una tendencia a menor longitud
de raiz (Cuadro 6) .



Cuadro 6. Correlaciéon de las variables nimero de hojas, longitud de planta,
volumen de planta y longitud de raiz de plantas de Agave tequilana
Weber cv. azul, obtenidas in vitro a las 12 semanas después del
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transplante.
Nimerode | Longitudde | Volumen de | Longitud de
hojas hojas planta raiz
Nidmero de
hojas 1 -0.159961 0.22165 -0.04674587
Longitud de
hoas -0.159961 1 0.441334 0.36600282
Volumen de
planta 0.2216495 0.441334 1 0.09061582
tongitudde | 5046746 | 03660028 | 0.090616 1
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VI. CONCLUSIONES

. En general, las plantas que se les aplicé fertilizacién durante la fase de
aclimatacién, superaron el crecimiento de las plantas testigo, con excepcion
para la variable longitud de raiz.

. En los primeros dias de la fase de aclimatacion, las plantas presentan pérdida
de algunas de las hojas formadas in vitro, las persistentes continGan teniendo
un patrén de crecimiento aparentemente normal.

. La aplicacién de solucién nutritiva tuvo un efecto positivo en el nimero de
hojas durante la fase de aclimatacién, siendo importante la relacién N : P, de 6
: 1 fue la que mejor resultado expreso, mientras que una relacién 2 : 1
disminuy6 el tamario de las hojas.

. El crecimiento relativo de nuimero de hojas fue similar en todos los
tratamientos, mientras que en la longitud de planta se tuvo un comportamiento
en forma sigmoide y solo las plantas del tratamiento 9 presentaron un
comportamiento constante en forma alternada.

. La mayor concentracién de potasio con respecto a fésforo, generé mayor
volumen de planta, siendo la mejor relacién 13 : 1.

. La respuesta del crecimiento de raiz en todos los tratamientos, esta en
relacion directa con el nimero de hojas, donde se presenté una correlacion
negativa entre esta variable y la longitud tanto de raiz como de planta.

. El tratamiento 5 con una concentracién N : P : K en mEq-L™" de 1- 0.15- 1.98
respectivamente, tuvo la mejor respuesta en longitud de hoja y volumen de la
planta y fue estadisticamente igual, en [as variables nimero de hojas y
longitud de raiz, al del mejor tratamiento.
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Anexo 1.  Significancia de los ANOVAS de las variables nimero de hojas, longitud
de hoja, volumen de planta y longitud de raiz de tratamientos de
concentracién de n-p-k en plantas de Agave fequilana obtenido in vitro,
durante la fase de aclimatacion a las 12 semanas después del
transplante.

Ndmero de | Longitud de | Volimen de | Longitud de | F Tablas
hojas hoja planta raiz 0.05 0.01
Cuadrado
. 0.984375 1.028317 1.028002 2.875441
Medio 1.88 | 2.41
F Calculada | 0 578740157 | 0.351156 | 4.525234 | 5.938836
Significancia NS NS = o
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Anexo 2. Composicién quimica del medio nutrimental Cruz-Pizarro utilizado en la
propagacion in vitro de Agave tequilana Weber cv. azul .

COMPUESTO QUIMICO Sales minerales mgeL-1
NH4NO3 200
KNO3 1010
Ca(NO3)2&4H20 295
KH2PO4 170
MgS04& 7 H20 369
Fe SO4 & 7 H20 25
Na - Edta 38
Mn SO4 & H20 084
H3BO3 6.1
Na2MoO4& 2 H20 0.24
Zn SO4 & 7 H20 86
Cu S04 & 5 H20 0.0000249
CoCl2 &6 H20 0.0000238
Mio-inositol 100
Tiamina. HCI 0.1
Pirodoxina. HCI 0.5
Acido nicotinico 0.5
AIB 0.1
BA 0.5
Sacarosa 30000
Agar 6000

El pH es ajustado a 5.7
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Anexo 3. Distribucién de unidades experimentales de Agave tequilana cv. azul
obtenido in vitro, bajo diferentes concentraciones N-P-K, durante la fase
de aclimatacion.

T9RS T4R7 T5R1 T2R6 TOR6 T12R6 T3R8 T12RS
T1R1 T8R1 T8R3 T6R1 T1R6 T6R2 T8R7 | T13R7
T13R4 T10R1 T5R5 T8R4 T7R7 T7R6 T11R5 T1R7
T3R1 T10R2 T2R4 T4R1 T3R5 T2R5 T8R8 T6R7
T5R4 T9R1 T7R2 T8R6 T6R4 T8RS T4R6 | T10R8
T8R2 T2R1 T13R1 T3R4 T1R3 T4R4 T10R6 T5R8
T2R2 T12R8 | T6RS T5R2 T7R4 T9R7 T6R8 T4R8
T10R4 T13R8 | T2R7 | T10R5 | T5R6 T7RS T1R8 T9R4
T12R1 T7R1 T9R2 T3R2 T9R3 T5R7 T7R8 | T13R6
T11R1 T13R5 | T4R3 | T11R4 | T3R7 T6R6 T9R8 T2R8
T4R2 T11R2 | T11R3 | T1R5 | T10R7 | T6R3 T3R6 | T12R4
T13R2 T13R3 | T7R3 T2R3 T5R3 | T11R7 | T12R3 | T4RS
T3R3 T1R2 | TIOR3 | T11R8 | T12R2 | T1R4 | T12R7 | T11R6
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