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interestomatica.

En esta investigacion, el propédsito principal fue analizar la morfologia foliar
de la epidermis del Agave tequilana con interés particular en las caracteristicas

anatomicas y la organizacion del complejo estomatico en plantas sanas y

Vi



enfermas de individuos jévenes y adultos. Plantas, de Tequila Jalisco, México
fueron muestreadas y preparadas para estudios en microscopia Optica,
microscopia electronica de transmisién y microscopia electronica de barrido.
Las observaciones fueron para grosor de cuticula, papilas cuticulares, tapén de
cera sobre la camara supraestomatica, presencia de cristales, células
epidérmicas, células anexas, células oclusivas, morfologia del complejo
estomatico y papilas estomaticas, camara supraestomatica, camara
subestomatica, densidad estomatica, indice estomatico y distancia
interestomatica.  Las principales diferencias fueron: las plantas adultas
enfermas tienen en general la cuticula delgada en la superficie foliar adaxial.
En plantas sanas, la cantidad de cera dentro de la cavidad supraestomatal fue
similar para ambas superficies de la hoja, con una cantidad mas alta dentro de
las plantas adultas. Las plantas enfermas, tienen la cantidad mas grande de
cera en la superficie foliar abaxial. Los cuerpos del oxalato del calcio se
observaron en concentraciones mas altas en la superficie foliar de plantas
enfermas. El complejo estomatico es tetracistico, con cuatro células anexas en
la superficie de la hoja. Estas células se proyectan en el tejido foliar, formando
una cavidad o una camara supraestomatica. En el fondo de esta cavidad estan
las células oclusivas del estoma. Los cambios morfolégicos observados en el
grosor de la cuticula, de las diferencias en el tamano de los cristales y de la
acumulacioén de ceras, pueden representar un indicador de un estrés impuesto

por factores biotico y abidtico.
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ABSTRACT
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calcium oxalate, epidermic cells, subsidiary cells, guard cells, stomatal complex
and papillae, suprastomatal chamber, substomatal chamber, stomatal density,

the stomatal index and interstomatal distance.

In this research, the main purpose was to analize the foliar morphology of

the Agave tequilana epidermis with particular interest in epicuticular

characteristics and organization of stomatal complex in healthy and diseased
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plants from young and adult individuals. Plants from Tequila, Jalisco, México
were sampled and prepared for light microscopy, transmision electronic
microscopy and scanning electronic microscopy studies. Observations were
made for cuticle thickness and papillae, wax on suprastomatal cavity, presence
of crystals, epidermic cells, subsidiary cells, guard cells, morphology of the
stomatal complex and papillae, suprastomatal chamber, substomatal chamber,
stomatal density, the stomatal index as well as the interstomatal distance. The
main differences were: the adult diseased plants had in general thin cuticles on
the adaxial leaf surface. In healthy plants, the amount of wax within the
supraestomatal cavity was similar for both leaf surfaces, with higher amount
within adult plants. Diseased plants, had larger amount of wax on the abaxial
surface. Calcium oxalate bodies were observed in higher concentrations on leaf
surface of diseased plants. The stomatal complex is tetracystic, with four
subsidiary cells on the leaf surface. These cells project into the leaf tissue,
forming a cavity or suprastomatal chamber. At the bottom of the cavity are the
guard cells of the stomata. The observed morphologic changes in the thickness
of cuticle, of the differences in size of crystals and the wax accumulation, can

represent an indicator of a stress imposed by biotic and abiotic factors.
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INTRODUCCION

La epidermis de la planta es la interfase entre los estimulos ambientales
(plagas, enfermedades, contaminantes industriales y agroquimicos, asi como a
diversos tipos de estrés ambiental), particularmente, la cuticula vegetal actua
como la interfase entre los tejidos vegetales y la atmdsfera (Jetter et al., 2000).
Como tejido multifuncional - la epidermis -, tiene una participacion relevante en
las relaciones hidricas, de proteccion (herbivoros) y atraccidon de polinizadores.
La complejidad de estas funciones estan determinadas por numerosas células
especializadas, que muestran diferentes grados de especializacién morfoldgica
(Mauseth,1988, Glover, 2000). Las células epidérmicas constituyen tanto el
sustrato primario para la accién de la sefializacién ambiental (Bird y Gray, 2003)
como un vehiculo para la absorcion de agroquimicos, reguladores del

crecimiento y compuestos sefnalizadores (Benavides, 2003).

Los rasgos anatémicos individuales de células o tejidos del cuerpo vegetal
constituyen la estructura que participa funcionalmente en los complejos
procesos fisiologicos. No es un hecho nuevo de que existe una interrelacion
muy cercana entre estructura y funcion vegetal (Dickison ,1999). La respuesta
de adaptacion de las plantas a los numerosos estimulos ambientales negativos

cuya presion es constante se ve reflejado en cambios bioquimicos, fenotipicos,



de reduccién de productividad, y de una merma considerable en las plantas

cultivadas (Benavides, 2003).

En la actualidad son muy importantes los progresos en las investigaciones
para reducir estas respuestas en las plantas cultivadas. Una mejor
comprensién de la relacién que existe entre la estructura anatéomica y el efecto
de las influencias externas del medioambiente sobre las plantas, permitira
generar e interpretar con apoyo de la microscopia moderna resultados basicos
de anatomia vegetal de especies de importancia econémica, en apoyo a las
estrategias para aumentar la tolerancia de las plantas frente a diversos factores
ambientales, y a su vez permitirdn profundizar sobre los mecanismos
intrinsecos de resistencia para disminuir las aplicaciones de pesticidas y
reguladores sintéticos a cultivos de gran importancia econémica (Benavides,

2003).

Por la importancia en México del cultivo de agave tequilero se utiliz6 como
modelo de estudio las microestructuras epidérmicas foliares asociadas al

complejo estomatico de Agave tequilana Weber (Agavaceae).

Objetivo General

Documentar las diferencias anatomicas entre plantas cultivadas sanas y

enfermas de Agave tequilana. Contribuir al conocimiento significativo que



aumente nuestra comprension acerca de las respuestas de las plantas de

Agave tequilana a los factores bidticos y abioéticos.

Objetivos Particulares

1. Caracterizar la anatomia epidérmica foliar de individuos cultivados

sanos de Agave tequilana.

2. Caracterizar la anatomia epidérmica foliar de individuos cultivados

enfermos de Agave tequilana.

3. Comparar los patrones anatémicos en epidermis de plantas cultivadas

sanas y enfermas de Agave tequilana.

Justificacién

De gran importancia son los estudios anatdmicos del complejo estomatico y
de la epidermis foliar en Agave tequilana para profundizar en el disefio de

estrategias eficientes para el manejo de patégenos y estrés ambiental.



REVISION DE LITERATURA

Comprende caracteristicas generales de la epidermis foliar y de las
microestructuras asociadas al complejo estomatico en Agave tequilana, modelo

de estudio en esta investigacion.

Generalidades y Morfologia de Microestructuras Epidérmicas

Epidermis

La epidermis es la capa mas exterior de las células de hojas, partes
florales, frutos y semillas. Adicionalmente, la epidermis se encuentra en una
posicion unica, es la interfaz entre el ambiente y la planta, por un lado los
tejidos vegetales estan protegidos y por el otro lado se encuentra el ambiente
exterior, del cual la planta ejerce poco o ningun control. Un numero grande de
fuerzas, tanto bioldgicas como no biolégicas, pueden actuar sobre la epidermis
y el numero de diferentes contingencias que cualquier célula simple puede

afrontar es muy grande (Mauseth, 1988).



En relacion con las diferentes funciones de la epidermis se pueden
encontrar cuatro tipos basicos de células epidérmicas: las células epidérmicas
ordinarias, las células oclusivas, tricomas o pelos y algunos tipos de apéndices.

(Esau, 1972; Mauseth, 1988; Fahn, 1990).

Las especies del género Agave poseen epidermis tipicas de plantas
adaptadas a condiciones de aridez, con cuticula gruesa, revestimiento ceroso y
estomas complejos. En promedio, la cuticula mide de 3 a 15 um de espesor
(Nobel, 1988) y la cutina es el principal componente, quimicamente es un
complejo de hidrocarburos poliméricos. En Agave como en otras plantas, la
cuticula permite aislar e impermeabilizar la superficie foliar, particularmente esta
caracteristica vuelve impenetrable la cuticula a gases como el CO, y al vapor

de agua (Wattendorff y Holloway ,1980 y 1982).

Funciones

La epidermis de una planta, cumple varias funciones como la limitaciéon de
la transpiracion, la proteccion mecanica, el intercambio gaseoso (que se realiza
a través de los estomas), el almacenaje de agua y de productos metabdlicos
(Essau, 1972). La interaccion de las células epidérmicas proveen a la planta
de una fuerza mecanica que permite tanto el crecimiento como la flexibilidad de

los tejidos (Glover, 2000).



Cuticula

La cuticula vegetal es una membrana lipidica extracelular, compuesta por
la cutina, un biopoliéster amorfo formado por condensacion de hidroxiacidos de
16 y 18 atomos de carbono. Se ha identificado a la cutina como parte
importante de la impregnacién de las membranas (cutinizacion), sustancia
grasa que determina la limitacién de la transpiracién por la epidermis. La capa
interna de la cutina cubre las superficies exteriores de las células de la cuticula
superficial y continta a través de las aberturas de los estomas, cuyas células
oclusivas estan recubiertas en las superficies libres, ademas se localiza sobre
las superficies libres del mesdfilo de las hojas y sobre las membranas internas
de la epidermis que estan en contacto con los espacios aéreos internos (Esau,

1972).

La cuticula actua como una interfase entre la célula epidérmica vegetal y el
medio ambiente externo. De este modo, la membrana cuticular juega un papel
clave en procesos tan importantes como la absorcion y pérdida de agua desde
el interior celular, la absorcion y difusion de xenobibticos exdgenamente
aplicados y en la defensa frente al ataque de patdgenos. El espesor de la
cuticula puede variar en las diferentes especies, las condiciones ambientales

pueden influir sobre su desarrollo (Mauseth, 1988).



Cera
Todas las partes aéreas de la superficie vegetal estan cubiertas por ceras
epicuticulares (capa de cera mas externa) que forman a su vez, una importante
interfase entre la planta y el ambiente. Existen diferentes tipos de patrones de
cristalizaciéon, composiciones quimicas y relativa abundancia de ceras
epicuticulares que cambian de acuerdo a la edad, desarrollo y medio ambiente

en las plantas.

Las ceras epicuticulares poseen una alta cristalinidad, la composiciéon
quimica comprende una mezcla compleja de componentes hidrofébicos, asi
como largas cadenas de hidrocarbonos, terpenoides, cetonas, esteres,
alcoholes alifaticos, acidos grasos, aldehidos alifaticos y compuestos
aromaticos. Algunos factores del microclima de la planta pueden afectar el
contenido de ceras por ejemplo: temperaturas bajas (entre 15° y 25°C)
incrementaron la cantidad de ceras por unidad de area foliar en Brassica
oleracea, un efecto similar ocurre en Nicotiana tabacum (temperaturas entre 18°

y 28° C) (Jenks y Ashworth, 1999).

Las propiedades fisicas y quimicas de las superficies cerosas en las
plantas tienen una funcidon muy importante en la resistencia vegetal a diversos
factores del estrés ambiental como proteccion contra ataques de bacterias,
hongos patégenos, virus e insectos fitéfagos, (Jenks y Ashworth, 1999).
Asimismo, las principales funciones de las ceras epicuticulares son: reduccion

de agua e intercambio gaseoso, reflexidon de la radiacion ultravioleta y control



de la temperatura, reducciéon de la contaminacion por adhesién de sdlidos y
liquidos, temperaturas congelantes, dainos mecanicos, lluvia acida o dafos por

ozono. (Jenks y Ashworth, 1999; Hennig y Wirth, 2000).

La micromorfologia de las ceras no depende generalmente de las
condiciones ambientales, la diversidad de la estructura epicuticular parece ser
geneticamente estable (Hennig y Wirth, 2000). La capa de ceras epicuticulares
es la principal responsable de la difusion limitada de compuestos quimicos de

distinta naturaleza a través de la cuticula vegetal (Jenks y Ashworth, 1999).

Cristales

Los cristales estan considerados como inclusiones no protoplasmicas en
las células vegetales, la composicion quimica de los cristales es principalmente
de sales de calcio. En la gran mayoria de las familias vegetales son frecuentes
los cristales de oxalato de calcio que son secretados como cristales
monohidricos o trihidricos.  Mientras que en Ulmaceae, Cannabaceae,
Moraceae y Urticaceae los cristales estan compuestos por carbonato de calcio

(Dickison, 1999).



Distribucion

Los cristales sobre todo de oxalato de calcio pueden encontrarse
frecuentemente dentro de la célula, de la vacuola, (Essau, 1972), del citoplasma
y de la pared celular, en ocasiones puede ser depositados en el exterior de la

superficie de la pared celular. Cristales extracelulares se han registrado sobre

las paredes exteriores del colénquima vy las fibras del floema (Dickison, 1999).

Los cristales pueden ser abundantes en ciertas especies, en otras estos
pueden tener una presencia consistente pero no abundantes hasta ausentes.
Pueden estar restringidos a un tipo de célula o tejido o bien distribuidos en mas
de un tipo de estas estructuras (Dickison, 1999), los cristales de oxalato de
calcio pueden disponerse uniformemente por todo el tejido o bien pueden estar

mas o menos restringidos a ciertas regiones del mismo (Essau, 1972).

Formas

Estiloides, es el nombre que reciben los cristales individuales y alargados,
al menos cuatro veces el largo de su ancho. Rafidios, son cristales individuales
agrupados en haces que estan rodeados por una membrana, el haz entero
frecuentemente se halla cubierto por una masa de mucilago, los rafidios se
encuentran depositados dentro de largas células idioblasticas o idioblastos,
conocidos también como sacos de rafidios (Dickison, 1999; Kostman et al,

2001). Estas células son notablemente grandes, en estado adulto se
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convierten en estructuras muertas llenas de mucilago, parte de la membrana
celular de los idioblastos permanece delgada y si el mucilago se hincha, la

pared delgada se rompe y el rafidio es expulsado (Esau, 1972).

Otras formas son los cristales aciculares, pequefias agujas que no se
encuentran agrupados en haces. Las drusas y esferitos son formas
compuestas agrupados en una masa esférica con puntas agudas dando la

apariencia de una estrella.

Los cristales de forma prismatica son individuales, rombohédricos u
octohédricos, de varios tamafios, este tipo se encuentra frecuentemente en la
madera. Finalmente la forma de cristal arena corresponde a una masa granular
consistente de acumulaciones de particulas finas de microcristales diseminados

en la célula con apariencia de arena (Dickison, 1999).

Estomas (componentes y arquitectura)

Los estomas -formados por un par de células oclusivas y la abertura
situada entre éstas - son canales de comunicacion e intercambio gaseoso
(Willmer, 1983). En Agave, los estomas se presentan en ambas superficies de
la hoja, (Gentry y Sauck, 1978; Nobel, 1988), condicién que se conoce con el
término anfistomatica (Esau ,1972; Willmer ,1983). Debido a que la cuticula

cerosa de la superficie foliar limita la difusién, la mayor parte del vapor de agua
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y otros gases deben pasar por las aberturas (poros estomaticos u ostiolo) que
hay entre las células oclusivas (Salisbury y Ross, 1992). El ostiolo conduce al
interior de un amplio espacio intercelular lamado camara subestomatica, la cual

se continua con los espacios intercelulares del mesofilo (Esau,1972).

Complejo estomatico

Complejo estomatico o aparato estomatico es un término incluyente para
células oclusivas, el espacio entre las células oclusivas que se denomina poro
estomatico u ostiolo, un par de células anexas, subsidiarias, accesorias o
adjuntas (células epidérmicas especializadas) situadas junto a las células

oclusivas del estoma (Esau,1972; Salisbury y Ross,1992).

En el género Agave, el complejo estomatico esta conformado por cuatro
células epidérmicas (2 células polares y 2 células laterales) asociadas a las
células oclusivas. La morfologia de esta estructura vegetal en Agave es del tipo
tetracistico, debido a la presencia constante de un grupo de cuatro células
epidérmicas subsidiarias asociadas a las células oclusivas del estoma (Gentry y

Sauck, 1978).
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Densidad Estomaéatica

La densidad estomatica en varias especies de Agave varia de 30 a 50

estomas mm? (Gentry y Sauck,1978), una menor frecuencia estomatica ocurre

en la superficie abaxial (10 estomas menos * mm 2 ) que en la superficie

adaxial. Es importante sefialar que la densidad estomatica en Agave es mayor
en la superficie adaxial (25%) en comparacion con la superficie abaxial

(Nobel,1988).

La densidad estomatica de las especies del género Agave es
comparativamente inferior a la densidad presente en otras especies de

monocotiledéneas y dicotiledoneas (Essau,1972; Nobel,1983).

En estos grupos, los valores comunes alcanzan de 100 a 300 estomas

mm % en avena, trigo, maiz, alfalfa y tomate la densidad estomatica para la

superficie adaxial oscila entre 25 y 169, mientras que en el lado abaxial los

valores flucttian de 23 a 203 estomas * mm  (Verdugo et al., 1999).

En otras especies como el manzano es posible encontrar valores

superiores a 1000 estomas ~ mm 2 (Rodriguez et al., 2002). Especificamente

en monocotiledoneas como el ajo (Allium sativum L.) se registran valores de

2

113 estomas * mm 2 en el lado adaxial y 112 estomas = mm * en el abaxial

(Verdugo, et al. 1999); para el trigo (Triticum aestivum) los rangos se registran



13

de 84 a 132 y de 74 a 95, superficie adaxial y abaxial respectivamente

(Benavides et al., 2003).

Modelo de Estudio: Agave tequilana Weber

Origen Geogqréafico

Agave tequilana es fuente de la materia prima para la elaboracién de
tequila, bebida alcohdlica tradicional. EIl centro de distribucion geografica de
esta especie se encuentra en el municipio de Tequila, Jalisco, México,
(Standley, 1926; Gentry, 1982). En el afo 1600 se registra la primera
plantacién en la regién de Nueva Galicia (Jalisco), actualmente el cultivo de
esta especie ha trascendido a otras entidades mexicanas como Nayarit,

Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas (Yoldi, 2000; Flores et al., 2002).

Importancia Econdmica

Superficie Plantada

El Estado de Jalisco tiene la mayor superficie de cultivo con Agave
tequilana (78,895.28 Ha). Tres principales regiones abarcan las zonas
protegidas por la denominacion de origen: la regién Centro, con 23, 672 Ha. de
cultivo y 66°008,032 plantas; la region Altos con 36,840 Ha. de cultivo y

131°272,556 de plantas y la region Sur con 411 Ha. y 1457, 432 de plantas
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(Flores et al, 2002). En los ultimos anos, otros Estados de la Republica
Mexicana han introducido este cultivo (Cuadro 2.1), entre estos se encuentra
Nayarit (7519.5 Ha.), Guanajuato (1,090.56 Ha), Michoacan (301.09 Ha) y

Tamaulipas (6,924 Ha.) (www.agrotamaulipas.gob.mx.; Consejo Regulador del

Tequila; SIACON, 2002).

Cuadro 2.1 Informacién econémica del cultivo de Agave tequilana por entidad federativa de la
Republica Mexicana del afio 1998 al 2002. (Fuente: Elaborado con datos de SIACON 2002).

Voldmen de

Superficie Superficie Superficie Produccion Valor de
Afio | sembrada (Ha.) cosechada siniestrada (Ton.) Produccion ($) Estado
1998 127 0 127 0 0 Guanajuato
1999 594 0 594 0 0
2000 594 90 504 4725 34200000
2001 841.99 128 713.99 8710 126149978.5
2002 1090.56 0 1090.56 0 0
1998 22666 3880 18786 403205 289847946.3 Jalisco
1999 21132 2588 18544 349425 430827048
2000 62408 3923 58485 455132 3080561497
2001 72549 2998 69551 311891 3212107648
2002 78895 2082 76813.28 217671.95 2517322292
1998 14 0 14 0 0 Michoacan
1999 18.9 0 18.9 0 0
2000 93.3 0 93.3 0 0
2001 134.3 0 134.3 0 0
2002 301.09 0 301.09 0 0
1998 91 0 91 0 0 Nayarit
1999 974 0 974 0 0
2000 1055.25 0 1055.25 0 0
2001 3832.5 0 3832.5 0 0
2002 7519.5 5 7514.5 500 3500000
1998 56 56 0 672 524160 Tamaulipas
1999 56 56 0 1232 1355200
2000 300 300 0 770 7700000
2001 0 0 0 0 0
2002 0 0 0 0 0

Superficie Cosechada

El Estado de Jalisco en el afio 2000 cosecho, 3923 Ha, en el afio 2001,
2998 Ha y en el afio 2002, se reportaron 2082 Ha. El Estado de Guanajuato en
el afio 2000 cosecho, 90 Ha y en el 2001, 128 Ha; Nayarit registré cinco Ha de

superficie cosechada en el ano 2002. Mientras que en los Estados de
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Michoacan y Tamaulipas aun no se registra superficie cosechada (Cuadro 2.1)

(SIACON, 2002).

Superficie Siniestrada
Jalisco es el Estado con mayor cantidad de superficie siniestrada. En el afio de
1998 se registraron 18786 Ha, misma que aumentd hasta alcanzar en el ano

2002, la superficie de 76813.28 Ha afectadas (Cuadro 2.1), (SIACON, 2002).

Produccidén

Volumen de Produccion (ton.)
La produccion en el afo 1998, fue de 403,205 toneladas, misma que en los
afos siguientes se redujo considerablemente, para el afio 2002, este volumen

fue de 217,617.95 toneladas, (Cuadro 2.1) (SIACON,2002).

Valor de la Produccién ($)
Jalisco, destacé en este rubro, en el afio 2002 el valor de la produccion

ascendio a $2517, 322,292 (Cuadro 2.1) (SIACON, 2002).

Importancia Socioecondémica

Impacto Social
En el Estado de Jalisco, la region Centro es la zona donde se concentra la

mayor cantidad de productores, aqui se agrupan 1,786 productores. La region
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Altos es la segunda en importancia con 1,428 productores, mientras que la

region Sur cuenta con 23 productores (Flores et al., 2002).

Estructuray Tendencia de las Exportaciones de Tequila

Estados Unidos de Ameérica es el pais que mantiene con México una
importante demanda de importaciones de tequila. A partir de 1992, las
importaciones de EUA, mostraron un considerable incrementé afio con afio. En
el periodo de enero a marzo del 2002 la cifra alcanzo la cantidad en miles de
US $79,084.00, mientras que la venta de este producto mexicano en el mismo
periodo en paises como Alemania fue de US $ 3,215.00, en los paises bajos
US $3,355.00, Francia US $1,317.00, Suiza US $912.00, Espafia US $763.00,
Canada US $ 700.00, Japon US $517.00, Reino Unido US $376.00 y Bélgica
US $218.00 (Apéndice A). United Status Internacional Trade Commission

(2004) http://dataweb.usitc.gov y Secretaria de Economia (2004)

http://www.economia-snci.gob.mx

Generalidades del Cultivo de Agave tequilana
El propagulo de plantacion en Agave tequilana son los brotes o clones
“hijuelos” que se separan de la planta madre, se seleccionan y se plantan de
acuerdo al proceso tradicional que se realiza desde el ano 1600. En los ultimos
anos se han incorporado a las parcelas, lotes de material vegetativo libre de

virus y enfermedades obtenidos de cultivo in vitro.
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La planta requiere de un periodo aproximado de 8 a 10 afios para lograr la
produccion optima de azucares necesarios para la elaboracién del tequila. La
parte vegetal que se utiliza en el proceso es el tallo reducido conocido como
‘piia” o “corazon de agave”. Los tallos o pifias se cosechan antes de la época
de floracién de la planta, ya que esta especie es monocarpica. Informacién mas
detallada sobre el cultivo de Agave tequilana, estadisticas e industria del
tequila, se encuentra en el sitio web del Consejo Regulador del Tequila (CRT)

www.crt.org.mx).

Caracteristicas Ambientales del Cultivo

Agave tequilana es wuna especie con requerimientos ambientales
especificos sobre todo para lograr una buena produccion de azucares en la
planta. Los suelos de cultivo deben ser arcillosos, con buen drenaje, ricos en

minerales de origen volcanico, con bajo contenido de calcio.

Esta especie crece favorablemente en regiones de clima estable y una
temperatura media aproximada de 20 °C, las heladas afectan tanto a plantas
jévenes como a las plantas adultas.

(www.amatitan.com/cultivoagaveintegral/cultivoagaveintegral.htm).
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Enfermedades del Cultivo

Enfermedad y Sintomas

La principal enfermedad en Agave tequilana ha recibido algunas
denominaciones entre las que se encuentran “la marchitez del agave “, “la
pudricion del cogollo” (Moreno et al., 2002) vy “la tristeza y muerte del agave
“(Fucikovsky 1999 a y b, 2002). Aproximadamente un 23% de las plantas de
Agave tequilana en Jalisco son afectadas por la enfermedad de la tristeza y
muerte del agave (Fucikovsky 1999 b, 2002). Los sintomas que se manifiestan
corresponden entre otros en el aspecto exterior de la planta, a cambios de color
de verde azul a gris o a verde amarillento, al enrollamiento de las hojas
(lamado acigarramiento), a la marchitez de la hoja (sintoma que se presenta
simultaneamente al enrollamiento de la hoja). Asi mismo, posteriores
pudriciones semiblandas se presentan tanto en el cogollo como en la base de

las hojas (Moreno et al., 2002).

En los ultimos afos, se ha presentado una problematica de sanidad en los
cultivos de Agave tequilana, la enfermedad de rapida propagacion,
principalmente es de origen parasitario, aunque no se descartan efectos de

deficiencias de minerales o desordenes causados por estrés ambiental.
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Agentes causales
Las enfermedades en el Agave tequilana son principalmente de tipo
parasitarias cuyos agentes causales son hongos, bacterias, insectos y

nematodos.

HONGOS

Se han identificado los siguientes hongos que afectan al Agave tequilana:
Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Thielaviopsis paradoxa, Botrytis,
Diplosporium, Alternaria, Trichoderma, Rhyzopus, Nigrospora, Mycelia sterilia
(Ochoa et al., 1999; Martinez et al.,1999; Fucikovsky, 2002; Castafeda, 2002;

Moreno et al., 2002).

BACTERIAS
Se han identificado las siguientes bacterias en Agave tequilana:

Pseudomonas fluorescens biotipo |, Erwinia grupo carotovora, Erwinia herbicola

(Fucikovsky, 2002; Castafieda, 2002).

INSECTOS

Los insectos mas comunes reportados son: Scyphophorus acupunctatus
(Coleoptera: Curculinidae) “picudo” (Solis et al., 1999, 2001; Rodriguez et al.,
1999), el escarabajo rinoceronte Strategus aloeus (Coleoptera: Scarabaeidae,

Dynastinae) (Fucikovsky, 2002).
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NEMATODOS
Los principales nematodos reportados son: Criconemoides, Tylenchus,
Heterodera, Rotylenchus, Helicotylenchus, Xiphinema, Pratylenchus, Nacobus,

Aphelenchoides (Aceves, 2002).

Clasificacion de Agave tequilana

Familia Agavaceae

Plantas perennes o multianuales, herbaceas, arbustivas o arborescentes, a
menudo con rizomas cilindricos o globosos, con raices fibrosas bien
desarrolladas; tallos gruesos, muy cortos a elongados. Hojas dispuestas en
espiral, en rosetas basales o terminales, lineares o linear-lanceoladas,
ampliamente lanceoladas a ovadas u oblanceoladas, membranoso-
subcoriaceas, coriaceas a carnosas, apice provisto o no de una espina terminal
pungente, margenes enteros, serrulados o con dientes aculeiformes, rara vez
filiferos; inflorescencias terminales, en forma de racimo, espiga o panicula
simple o compuesta, laxa o densa, con bracteas, algunas veces bulbiferas;
flores actinomorficas o algo zigomoérficas, hermafroditas o unisexuales,
segmentos del perianto dispuestos en dos series de tres elementos cada una,
libres o formando un tubo de longitud variable; estambres 6, insertos en la base
de los segmentos o en el tubo, filamentos filiformes o a veces engrosados hacia
la base, libres, anteras lineares, dorsifijas, de dehiscencia longitudinal; ovario

supero o infero, trilocular, con numerosos ovulos anatropos, estilo filiforme o
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columnar, estigma capitado o trilobado; fruto en forma de una capsula loculicida
0 a veces carnoso e indehiscente; semillas deltoideas a semicirculares,
aplanadas, delgadas, negras, con fitomelano. Familia endémica del Nuevo
Mundo, se distribuye del sur de Canada hasta el norte de Sudamérica e islas
del Caribe. Comprende ocho géneros (Agave, Beschorneria, Furcraea,
Hesperalo&, Manfreda, Polianthes, Prochnyanthes y Yucca) y alrededor de 300

especies (Henrickson y Johnston, 1997; Galvan, 2001).

Subgénero Agave

Plantas perennes, generalmente vastagos presentes, en ocasiones
bulbiferas a nivel de la inflorescencia, raices fibrosas con desarrollo radial
sdémero, acaules o con tallos cortos y gruesos, simples o ramificados, hojas
generalmente dispuestas en roseta, con frecuencia suculentas, apice con
espina terminal, margenes enteros con dientes o filiferos, inflorescencia
espigada racemosa o paniculada. Flores grandes en agregados umbelados
sobre pedunculos laterales, segmentos del perianto unidos en un tubo de

longitud variable. Semillas planas, negras (Galvan, 1988).

Grupo Rigidae
Plantas pequefas a grandes, multianuales, desarrollan vastagos, tallos
cortos a elongados, hojas ensiformes, carnosas, fuertemente fibrosas,
generalmente extendidas, margenes rectos con dientes de tamano pequefio a
mediano, espina terminal de tamafo variable pequena a mediana, conica a

tubulada. La superficie superior abiertamente acanalada o plana.
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Inflorescencia una panicula abierta con pocas ramas extendidas umbeladas,
flores frecuentemente bulbiferas, protandricas, pequefas a medianas, amarillas
a verdes, fruto una capsula. Distribuidos de México a América del Centro

(Gentry, 1982).

Agave tequilana Weber

Plantas monocarpicas de 1. 2 a 1. 8 m de alto, que desarrollan vastagos,
esparcidos radialmente en la base de la planta, tallo corto, 30 a 50 cm de alto al
madurar. Raices en grupos densos y cortos. Hojas de 90 a 120 x 8 a 12 cm,
lanceoladas, acuminadas, concavas rigidamente extendidas, horizontales y
ascendentes, mas anchas hacia la parte media de la hoja, estrechas hacia la
base, de color verde azulado a verde grisaceo, margenes rectos a ondulados,
dientes del margen foliar, de 3 a 6 mm de longitud, apices de los dientes
curveados, de color café claro a café oscuro, distancia entre dientes de 1 a 2
cm regularmente, espina generalmente corta, de 1 a 2 cm de longitud, rara vez
mas larga, aplanada o abiertamente acanalada en la parte inferior, la base de
la espina es ancha, de color café oscuro. Panicula de 5 a 6 m de alto, largas y
densamente ramificadas, 20 a 25 flores por rama, flores de color verde con los
estambres de color rosa, de 68 a 75 mm de longitud sobre pequefas bracteas,

pedicelos de 3 a 8 mm de longitud. Fruto una capsula (Gentry, 1982).

Ambos tipos de reproduccion se efectian en Agave tequilana. La

reproduccion sexual, se logra por semillas, la floracién se realiza en un ciclo
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aproximado de 8 a 10 afos, al término del proceso de fructificacion la planta

muere.

La reproduccion asexual se lleva a cabo por la produccion de los vastagos,
clones o “hijuelos” que desarrollan en la base de la planta madre o por bulbillos

que se desarrollan en las ramas laterales de la inflorescencia de la planta.

Tradicionalmente se utiliza la propagacién vegetativa en el cultivo de Agave

tequilana. En los ultimos anos se han incorporado plantas propagadas in vitro.



MATERIALES Y METODOS

Seleccion de Plantas por Edad v Origen de Muestras Vegetales

Se seleccionaron plantas jovenes de un afo de edad y plantas adultas de
cinco afos de edad en diferentes condiciones de salud (plantas sanas y
enfermas) de Agave tequilana Weber. Los individuos y muestras vegetales
provienen de una plantacion comercial de Agave tequilana ubicada en la
localidad del municipio de Tequila, Jalisco, México (Castafieda, 2002). Con
respecto a las denominaciones de salud (plantas sanas y enfermas), las
caracteristicas que se utilizaron para categorizar fueron exclusivamente
visuales. Asi mismo, es importante sefalar que no se realizd estudio

microbiologico alguno.

Categorizaciéon de Plantas por Condicion de Salud (sanas y enfermas)
La denominacién que aplicada a plantas de apariencia sana se le confirié a
aquellos ejemplares de Agave tequilana cuyas hojas de la roseta tienen

apariencia robusta, suculencia bien definida, color azul verdoso, lamina foliar
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extendida sin enrollamientos, adelgazamientos, manchas o dafios mecanicos,
sin sintomas de ataque de algun patégeno (hongo, bacteria, insecto, etc). Se
consider6 ademas, que el sistema radical también estuviera en condiciones
saludables, bien desarrollado y con un buen numero y longitud adecuada de

raices.

La denominacion aplicada a plantas de apariencia enferma se le adjudico a
los ejemplares de Agave tequilana cuyas hojas de la roseta presentaron un
desarrollo raquitico, no robusto, plantas donde las laminas foliares presentaron
adelgazamiento en general (mal desarrollo de suculencia), enrollamientos de
los bordes foliares (efecto llamado “acigarramiento”), decoloracion foliar no
tipica de la especie, manchas foliares de color negruzco, en general plantas que
presentaron algun tipo de sintomas que pudiera deberse a algun patégeno
(hongo, bacteria, insecto, etc). Plantas con el sistema radical no desarrollado

con raicillas escasas, cortas, y de apariencia raquitica (Moreno et al, 2002).

Caracteristicas de los Cortes Vegetales

Las muestras foliares se obtuvieron para cada grupo de estudio de cinco
plantas, en el punto medio comprendido entre la base y el apice a hojas
totalmente extendidas ubicadas en la parte media de la roseta de la planta.
Cortes de 1cm de grosor y una superficie de 1 cm? se efectuaron en las
superficies abaxial y adaxial, posteriormente se realizaron cortes transversales

de 1a2mm.y se colocaron en los frascos con glutaraldehido al 2.5%.
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Categorizacion de Grupos de Plantas y Combinacion de Variables en
Agave tequilana

Las muestras foliares de Agave tequilana se estudiaron bajo las siguientes
variables, cada una con dos categorias: edad (plantas adultas y jovenes),
condicion de salud (plantas sanas y enfermas) y superficie foliar (abaxial y
adaxial). Los grupos de combinaciones de acuerdo a las variables
anteriormente mencionadas se muestran en el cuadro 3.1. Una representacion

esquematica de Agave tequilana con la disposicion de las superficies foliares

se muestra en la Figura 3.1

Superficie
abaxial

=

Superficie
adaxial

Figura 3. 1 Esquema de Agave tequilana mostrando los tipos de superficie foliar

Cuadro 3.1. Grupos por combinacién de variables: edad, condicién de salud y superficie foliar
en plantas de Agave tequilana.

Edad Condicion de Salud Superficie Foliar
Adultos Sanas Abaxial
Adultos Sanas Adaxial
Adultos Enfermas Abaxial
Adultos Enfermas Adaxial
Jovenes Sanas Abaxial
Jovenes Sanas Adaxial
Jovenes Enfermas Abaxial
Jovenes Enfermas Adaxial
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Microestructuras Epidérmicas y Repeticiones Evaluadas

El nimero de repeticiones para cada microestructura epidérmica foliar de
Agave tequilana vari6 de acuerdo a la disponibilidad de microestructuras
epidérmicas en los cortes estudiados. EI numero de repeticiones para cada

grupo por microestructura epidérmica foliar se observa en el Cuadro 3.2

Cuadro 3.2 Microestructuras epidérmicas foliares y numero de repeticiones evaluadas en Agave

tequilana.
Microestructura Epidérmica Foliar Numero de Repeticiones

Papilas estomaticas 20
Grosor de cuticula 20
Células epidérmicas 29
Densidad de células epidérmicas 30
Cristales 10
Complejo estomatico 5
Células anexas 20
Camara supraestomatica 10
Tapon de Cera 10
Células oclusivas 20
Camara subestomatica 10
Distancia interestomatica 20
Densidad estomatica 30
indice estomatico 30

Tratamiento de Muestras Vegetales para Microscopia

Improntas Foliares

Para las impresiones foliares se utilizé la técnica mediante el uso del

esmalte transparente de uias (D ’Ambrogio, 1986). Detalles en el Apéndice C.
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Microscopia Optica (MO)
La técnica de fijacion para los estudios de microscopia 6ptica se basaron
en D’Ambrogio, 1986; Fowke y Rennie ,1995; Yeung, 1999 ; Sepulveda,

2001; Sepulveda y Arredondo 2004. (Apéndice D).

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
Para los estudios en el microscopio electronico de barrido se utilizaron las
técnicas de fijacion, diseccion y montaje de acuerdo a Goldstein et al.,(1981),

Klomparens et al., (1986), Meyerowitz (http://iprotocol.mit.edu/protocol/115.htm),

Robinson et al., (1987); Fowke y Rennie (1995) y Sepulveda y Arredondo
(2004. Las muestras foliares para el MEB se deshidrataron en una serie de
etanol- acetona, se secaron al punto critico y se cubrieron con una capa fina de

oro - paladio (Apéndice F).

Microscopia Electrénica de Transmisién (MET)

Tanto para el microscopio Optico (MO) como para el microscopio
electronico de transmision (MET), las muestras se postfijaron en 1% de
tetraoxido de osmio (OsO,), la inclusién se realizé en resina Spurr® para
seccionarse mediante los protocolos de Berlyn y Mikschel (1976), Maiti et al.,

(1992), Sepulveda y Arredondo (1994) y Richardson et al., (2000).
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Cortes semifinos se tifieron con azul de toluidina para MO. Los cortes
finos, realizados bajo el protocolo de MET, se contrastaron con acetato de

uranilo y citrato de plomo (Apéndice E)

Célculo de Densidad de Estomas y Células Epidérmicas

El numero de estomas y las células epidérmicas por mm?, se estudiaron
bajo el microscopio 6ptico (BMAX Olympus BX 50, objetivo 40 x / 0.75 Ph2,
ocular SWH 10 x — h 26.5), de improntas o impresiones foliares realizadas con
esmalte transparente de ufias. Se usO un objetivo micrométrico American
Optical Corporation (20 mm dia disc, 10 mm sq. Div), y un ocular micrométrico

American Optical Corporation (2 mm div into, units of 0.01 mm).

Posteriormente se procedio6 a calcular el area del campo visual. El radio del

campo visual circular con base a la escala milimétrica real.

Se contd el numero de estomas o células epidérmicas en ese campo visual,
posteriormente se calculd el numero de estomas o células epidérmicas para un
mm?.

Area: r2 ( 3.1416)
Area = valor pm
Cuando se tiene el valor del area se realiza la operacion de regla de tres

simple para obtener el calculo total de estomas o de células epidérmicas por

unidad de area foliar ( mm? ).
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Célculo de indice Estomatico
Para el calculo del indice estomatico en Agave tequilana se siguid la
siguiente formula (Willmer, 1983) :

No. de estomas por unidad de area foliar

indice estomatico _ ] _ ) 100
No. de estomas por unidad de area foliar + No. de células

epidérmicas por unidad de area foliar

Mediciones de Microestructuras Epidérmicas
Se realizaron mediciones para el grosor de cuticula, area del complejo
estomatico y distancia interestomatica directamente en el microscopio

electronico de barrido.

El contenido de cera dentro de la camara supraestomatica y el area de los
cristales tipo estiloides fueron medidos a partir de las laminillas preparadas para
el microscopio 6ptico, con la funcién del area del analizador de imagenes Argus
20 (Hamamatsu) para calcular la densidad estomatica y la densidad de las

células epidérmicas.

Posterior a la medicion mediante el uso de la aplicacion para medir
microestructuras epidérmicas en el microsopio electronico de barrido modelo
Leo 502 y microscopio 6ptico (BMAX Olympus BX 50) usando la funcién linea y
area del analizador de imagenes Argus 20 (Hamamatsu), se obtuvieron los

promedios para cada variable analizada en ambas superficies foliares (abaxial y
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adaxial). En el caso de los cristales, a pesar de ser estructuras
tridimensionales, en este trabajo se tomaron las dimensiones del diametro mas
ancho y el diametro mas pequefo, por lo que los datos aqui registrados

aparecen como estructuras bidimensionales.

Determinacion de la Naturaleza Quimica de los Cristales
Para determinar la naturaleza quimica de los cristales se realiz6 la prueba

de solubilidad de acidos para oxalato de calcio (Apéndice G).

Andlisis Estadistico

Los datos numéricos se estudiaron estadisticamente mediante un analisis
trifactorial combinatorio en disefio completamente al azar. En términos de
tratamientos (el que se hizo) la unidad muestreal es un tratamiento de un

analisis trifactorial en donde cada factor esta dividido en dos condiciones, por

esta circunstancia se tienen ocho tratamientos :  _gqag | enos
Sanos
B - Salud Enfermos

C - Posicion [ Abaxial
Foliar Adaxial

En términos de muestreo (el cuanto se hizo, tamafio de muestra). La
unidad muestreal son las repeticiones (Cuadro 3.2) que se hicieron para cada
uno de los tratamientos donde se observaron las siguientes variables (Cuadro

3.2) en Agave tequilana.
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Los valores obtenidos para cada una de las estructuras epidérmicas son
validos como individuos independientes, sin embargo no se pueden establecer
asociaciones de estadisticos tipo regresidon o correlacion por ser muestras
independientes. Para la elaboracién de las graficas, las barras del error se
graficaron con el nivel de 0.05 de probabilidad de error o con el 95% de
confiabilidad y se utilizé el intervalo de confianza para dar mayor precision a los

resultados (Steel y Torrie, 1988).



RESULTADOS
Los resultados obtenidos en esta investigacion se presentan en dos
secciones. En la primera seccion se describen imagenes de las
microestructuras epidérmicas foliares de Agave tequilana. Los mosaicos de
imagenes que aqui se presentan no son uniformes en cuanto a la cantidad de
imagenes debido al manejo de las muestras vegetales bajo los protocolos de la
microscopia correspondiente sefalada en el pie de grabado para cada grupo.

Consultar el Apéndice | y J para términos y clave de siglas y abreviaturas.

En la segunda seccion se presentan los resultados del analisis estadistico

para cada una de las microestructuras epidérmicas foliares de Agave tequilana.

Descripcion de Microestructuras Epidérmicas Foliares de Agave
teguilana.

Se muestra y describe detalladamente una serie de imagenes por grupos de
plantas de acuerdo a la variable edad (adultos — jovenes), salud (sanas-
enfermas) y a la superficie foliar (abaxial — adaxial), arreglos conformados de

acuerdo a estas asignaciones.
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Superficie Abaxial Foliar de Plantas Adultas Sanas de Agave tequilana.

En la Figura 4.1, se ilustran caracteristicas de las microestructuras de la
epidermis foliar abaxial de plantas adultas sanas de Agave tequilana. Las
imagenes presentan con gran precision caracteristicas tanto de la superficie
foliar como de cortes histologicos paradermal y transversal de la hoja
observados por microscopia optica y electrénica de barrido.

Figura 4.1 Superficie abaxial foliar de plantas adultas sanas de Agave tequilana en microscopia
electrénica de barrido (MEB) y microscopia 6ptica (MO). a) Vista general (MEB) de la
superficie foliar y la distribucion de los complejos estomaticos (ce) distribuidos en
hileras cortas. Las papilas estomaticas (pe) representadas por cuatro proyecciones
que rodean a la camara supraestomatica. Se aprecia la acumulacion de cera (cc) en
los espacios entre los grupos de complejos estomaticos, escala: 20 um b) Las
agrupaciones de cristales en forma de roseta (cr) son comunes en esta superficie, asi
como cristales individuales (ci) (MEB), escala: 10 um  ¢) Cristales agrupados en
roseta (cr) y cristales individuales (ci) comunes en esta superficie. Se aprecian las
papilas estomaticas (pe) que rodean la superficie exterior de la camara
supraestomética (su), la cual se encuentra abierta en esta imagen (MEB), escala: 10
um d) Corte transversal que muestra las proyecciones cuticulares que dan origen a
las papilas estomaticas (pe). A la derecha, se muestra una camara subestomatica
donde las células acompafantes y papilas estomaticas estan fuera del plano del corte
(MO) e) Corte paradermal de la superficie foliar abaxial. Se observan las células
anexas (ca) que rodean a las células oclusivas del estoma (MO) f) Corte transversal
de la superficie foliar abaxial. Se observan las paredes celulares de las células
epidérmicas (ep) sobre las cuales se deposita la cuticula cerosa (cc) MEB, escala: 2
pum .
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Superficie Adaxial Foliar de Plantas Adultas Sanas de Agave tequilana.
En la Figura 4.2 se presentan imagenes que corresponden a la superficie
adaxial foliar de plantas adultas sanas de Agave tequilana. Las imagenes
presentan con gran precision caracteristicas morfolégicas tanto de la superficie
foliar como de cortes histologicos paradermal y transversal de la hoja

observados por microscopia optica y electrénica de barrido.

b)

Figura 4.2. Vista general de la superficie adaxial foliar de plantas adultas sanas de Agave
tequilana. a) Se aprecia una hilera corta de estomas (barra blanca). La cuticula
cerosa (cc) se distribuye en manchones sobre la superficie y cristales en roseta (cr),
(MEB), escala: 3 um b) Detalle del complejo estomatico. Dentro de la camara
supraestomatica (su) se aprecia el tapon de material posiblemente ceroso (ic),
MEB, escala: 10 um c¢) Corte paradermal. Las células anexas (ca), rodean las
células oclusivas (co) y éstas a su vez rodean el ostiolo estomatico, (M.O.) d) Vista
de las células epidérmicas (ep) y la capa de cera cuticular (cc) (MEB). escala: 3 um
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Superficie Abaxial Foliar de Plantas JOvenes Sanas de Agave tequilana

En la Figura 4.3 se presentan imagenes que corresponden a la superficie abaxial
foliar de plantas jovenes sanas de Agave tequilana. Las imagenes presentan con gran
precision caracteristicas morfolégicas tanto de la superficie foliar como de cortes
histolégicos paradermal y transversal de la hoja observados por microscopia optica y

electrénica de barrido.

Figura 4.3 Superficie abaxial foliar de plantas jovenes sanas de Agave tequilana a) Detalle de
un par de complejos estomaticos (ce) con las cuatro papilas estomaticas (pe) que
rodean la apertura de la camara supraestomatica que en este caso se encuentra
ocupada por el tapon de cera (tc) (MEB). escala 3um. b) Vestigio de un complejo
estomatico ({) delimitado por las papilas cuticulares (MEB). escala 3um. c) Papilas
cuticulares rodeadas de acumulaciones de cera (MEB). escala 10um. d) En corte
transversal de hoja, las papilas estomaticas (pe) se presentan como una continuacion
de la cuticula epidermal, estas delimitan la camara supraestomatica (su). Se aprecian
las células epidérmicas (ep) por debajo de la capa de cuticula cerosa (MO). e€)
Camara subestomatica (cs) situada debajo de las células oclusivas. Encima de éstas,
se aprecia el tapon de cera (tc) de la camara supraestomatica. En la base de la
camara subestomatica, se observa un cristal (ci) (MO). f) Corte paradermal.que
muestra el arreglo del estoma tetracistico con las cuatro células anexas (ca) y las
células oclusivas (co). Al centro de las células oclusivas se aprecia parte del ostiolo
parcialmente abierto (MO). g) Detalle del parénquima con inclusiones de cuerpos de
oxalato de calcio (ox) (MEB). escala 3 um.



36

Superficie Adaxial Foliar de Plantas Jovenes Sanas de Agave tequilana

En la Figura 4.4 se presentan imagenes que corresponden a la superficie adaxial
foliar de plantas jovenes sanas de Agave tequilana. Las imagenes muestran
caracteristicas morfologicas de la superficie foliar como detalles de los cristales y del

complejo estomatico, observados por microscopia electrénica de barrido.

Figura 4.4. Superficie adaxial foliar de plantas jévenes sanas de Agave tequilana (MEB). a)
Complejos estomaticos (ce) con las aperturas de las cavidades supraestomatales
totalmente bloqueadas por el tapén de cera (tc). Noétese la ausencia de cristales en
la superficie. escala: 10 um b) Vista parcial de la superficie y el corte transversal
de la hoja. Notese la gran acumulacion de cristales en el interior de la hoja.
Probablemente las paredes celulares del parénquima se colapsaron durante el
corte por la gran densidad de cristales, escala: 10 um c) Detalle de la apertura
supraestomatica delimitada por las papilas estomaticas (pe). Se observa la
acumulacién de cera en la luz de la cavidad supraestomatica . Aumento: 20,000x
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Superficie Abaxial Foliar de Plantas Adultas Enfermas de Agave
tequilana

En la Figura 4.5 se presentan imagenes que corresponden a la superficie abaxial
foliar de plantas adultas enfermas de Agave tequilana. Las imagenes muestran
caracteristicas morfoldgicas tanto de la superficie foliar como de cortes histolégicos
paradermal y transversal de la hoja, observados por microscopia Optica y electrénica

de barrido.

Figura 4.5. Superficie abaxial foliar de plantas adultas enfermas de Agave tequilana. a) Se
muestra claramente la disposicion de complejos estomaticos en hileras (linea
blanca) y se observa la cavidad de la camara supraestomatica total o parcialmente
despejada. La acumulaciéon de cera cuticular (cc) es evidente y se observan
algunas papilas cuticulares (pc) parcialmente cubiertas de cera (MEB). escala 10
um b) Hilera corta de tres estomas tetracisticos en corte paradermal. Se aprecian
las células anexas (ca) y las células oclusivas (co) del estoma (MO). c) Detalle de
un complejo estomatico con acumulacion de cristales que en ocasiones invaden
hasta la camara supraestomatica (MEB). escala 2 um d) Detalle de un corte
transversal que muestra la gran acumulacion de cristales en el interior de la célula
(MEB). escala 10 um .
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Superficie Adaxial Foliar de Plantas Adultas Enfermas de Agave
tequilana

En la Figura 4.6 se presentan imagenes que corresponden a la superficie adaxial
foliar de plantas adultas enfermas de Agave tequilana. Las imagenes muestran
caracteristicas morfoldgicas tanto de la superficie foliar como de cortes histologicos

transversal de la hoja, observados por microscopia éptica y electronica de barrido.

Figura 4.6 Superficie adaxial foliar de plantas adultas enfermas de Agave tequilana. a) Se
observan dos hileras cortas de complejos estomaticos (lineas) a cada lado de la
imagen, asi como una gran presencia de cristales. En la esquina inferior derecha
se observan cristales agrupados en rosetas (cr) (MEB) escala 10 um b) Detalle de
un complejo estomatico que muestra la apertura de la cavidad estomética libre y
cristales individuales (ci) alrededor del complejo estomatico (MEB), escala 10 um c)
Corte transversal del complejo estomatico. Se muestran las papilas estomaticas
(pe), las células anexas (ca), células oclusivas (co) y la camara subestomatica (cs).
La camara supraestomatica se encuentra libre de cera en el complejo estomatico
del centro de la imagen, mientras que en el complejo estomatico de la porcién
izquierda, la camara supraestomatica se encuentra llena por el tapén de cera (ic)
(MO).
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Superficie Abaxial Foliar de Plantas Jovenes Enfermas de Agave tequilana

En la Figura 4.7 se presentan imagenes que corresponden a la superficie abaxial
foliar de plantas jovenes enfermas de Agave tequilana. Las imagenes muestran
caracteristicas morfolégicas de la superficie foliar y en corte transversal de papilas
cuticulares, cristales, cuticula, células epidérmicas y del complejo estomatico,
observados por microscopia electronica de barrido.

Figura 4.7 Superficie abaxial foliar de plantas jovenes enfermas de Agave tequilana (MEB). a)
Porcion de la superficie desprovista de cristales, a excepciéon de la porcion inferior
izquierda. Se aprecian las papilas cuticulares (pc) rodeadas de la capa de cera (cc)
Se observa el complejo estomatico deteriorado ({). b) Complejo estomatico
deteriorado al centro de la figura ({) y las papilas estomaticas (pe) casi totalmente
colapsadas, que rodean irregularmente a la apertura de la cavidad supraestomatica
(cs). escala 10 um c) Corte transversal que muestra las células epidérmicas (ce) por
debajo de la capa de cera. Se aprecia acumulacion de cristales en el parénquima y en
la superficie de la hoja. En la esquina superior derecha un cristal en forma de roseta
(cr). escala 10 um d) Detalle del corte transversal que muestra la acumulacién de
cera cuticular (cc) sobre las células epidérmicas (ce). escala 2 um e) Porcion de la
superficie foliar tapizada con cristales en roseta, se aprecian algunas papilas
cuticulares (pc). escala 10 um .
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Superficie Adaxial Foliar de Plantas Jévenes Enfermas de Agave tequilana

En la Figura 4.8 se presentan imagenes que corresponden a la superficie adaxial
foliar de plantas jovenes enfermas de Agave tequilana. Las imagenes muestran
caracteristicas morfoldégicas del complejo estomatico, camara supraestomatica y
subestomatica, células anexas, células epidérmicas y cuticula en la superficie foliar
como en cortes histologicos paradermal y transversal de la hoja, observados por

microscopia optica y electrénica de barrido.

Figura 4.8 Superficie adaxial foliar de plantas jovenes enfermas de Agave tequilana a)
Distribucion heterogénea de cristales sobre la superficie. Complejo estomatico
parcialmente colapsado ({) (MEB). escala 10 um b) Corte transversal que muestra
un complejo estomatico: papilas estomaticas (pe), células anexas (ca), células
oclusivas (co) y la camara subestomatica (cs). La camara supraestomatica (su)
esta libre del tapén de cera (MO). c) Corte paradermal que muestra el estoma
tetracistico: células anexas (ca) y las células oclusivas (co). d) y €) Complejos
estomaticos en diferentes estados de deterioro (MEB). En d) se muestran las
papilas estomaticas parcialmente colapsadas, mientras que en e) éstas se
muestran mas colapsadas, f) Corte transversal que muestra la gran acumulacion
interna de cristales en forma de roseta (cr) y otros cristales individuales tipo
estiloides (ci) MEB). escala 10 um
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Anadlisis Estadistico de Microestructuras Epidérmicas Foliares de Agave
tequilana

Los resultados del analisis estadistico trifactorial, donde A= edad, B=
salud y C = superficie foliar, ademas de las interacciones dobles y triples
combinatorias de estas tres variables, se presentan en el cuerpo del texto para

cada microestructura epidérmica foliar de Agave tequilana.

Papilas Estomaticas
Las papilas estomaticas son acumulaciones de cera que se depositan
sobre las proyecciones de las células anexas, estas microestructuras
epidérmicas foliares se encuentran tanto en la superficie foliar abaxial como en
la adaxial y se ubican por encima de la depresién que contiene las células

oclusivas del complejo estomatico de Agave tequilana. La designacion del

nombre papilas estomaticas se da porque estas microestructuras epidérmicas
foliares actuan como una sefal, que denota la presencia del estoma en las

superficies foliares de esta especie.

El analisis estadistico para papilas estomaticas revelé que la variable edad
y la interaccién doble AB (edad- salud) son altamente significativas al 0.01.
Mientras que para la variable superficie foliar y la interaccién doble AC (edad-
superficie foliar) son significativas al 0.05. Los valores de la F calculada y la F
tabular se observan en el Cuadro 4. 1

El area de las papilas estomaticas resultdé tener un area mayor en la

superficie foliar abaxial de los individuos adultos sanos, sin embargo se observa
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una reduccién en la superficie foliar abaxial de los adultos enfermos. Los
valores de las medias para el area de las papilas estomaticas de acuerdo a la
condicion de edad, salud y superficie foliar se muestran en el Apéndice 11.3 y

se representan en la Figura 4.9.

Cuadro 4.1 Analisis de varianza para papilas estomaticas en Agave tequilana

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variacién  Libertad Cuadrados  Medios * ** estadistica
A 1 97031.37 97031.37 66.87 3.84 6.63 **
B 1 1982.75 1982.75 1.37 3.84 6.63 ns
C 1 11346.12 11346.12 7.82 3.84 6.63 *
AB 1 15732.73 15732.73 10.84 3.84 6.63 **
AC 1 9211.53 9211.53 6.35 3.84 6.63 *
BC 1 14.02 14.02 0.01 3.84 6.63 ns
ABC 1 3644.47 3644.47 2.51 3.84 6.63 ns
ERROR 152 220544.93 1450.95
TOTAL 159 359507.90
A = Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
180 -
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Figura 4.9. Area de papilas estomaticas por edad, condicién de salud y superficie foliar
en Agave tequilana. Los valores representan el promedio de 20
mediciones para cada grupo.
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Cuticula
La cuticula en Agave tequilana forma una capa continua en la superficie de
las hojas, se ve interrumpida solamente por los orificios que forma el espacio

entre las células anexas del estoma.

En la superficie foliar abaxial y adaxial de las plantas jovenes de Agave
tequilana, se presentan numerosas protuberancias del tipo tubérculo semejando
papilas epidérmicas o papilas cuticulares. La forma globosa de estas
estructuras no se observa en la superficie foliar de plantas adultas,
posiblemente se deba a la acumulacion progresiva de cera que se lleva a cabo

en las etapas de crecimiento de la hoja juvenil a la hoja adulta.

En hojas de plantas adultas de Agave tequilana Weber, la acumulacion
de los depdsitos de cera en el revestimiento cuticular, logran formar una
superficie plana de forma irregular, que puede presentar protuberancias, grietas

o depresiones, ademas de cera Yy cristales de oxalato de calcio.

El analisis estadistico para grosor de cuticula revelé que las variables edad
y superficie foliar, asi como las interacciones dobles AB (edad- salud), AC
(edad- superficie foliar), BC (salud- superficie foliar) asi como la interaccién
triple ABC (edad — salud — superficie foliar) resultaron altamente significativas al

0.01. Los valores de la F calculada y la F tabular se observan en el Cuadro 4.2.
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Los adultos tienen una cuticula con mayor grosor que los jévenes. El
espesor de la cuticula en hojas adultas en condicidn sana muestra valores

iguales en ambas superficies foliares (9 um).

La superficie foliar abaxial de plantas enfermas, es semejante que en los
adultos sanos (10 um), mientras que el grosor de la cuticula disminuyo
notoriamente en la superficie adaxial de los individuos adultos enfermos (5 um),
valores que se representan en la Figura 4.10 y 4.11. Los valores de las medias
para el grosor de la cuticula, de acuerdo a la condicién de edad, salud y

superficie foliar se muestran en el Apéndice H.

Cuadro 4.2. Analisis de varianza para grosor de cuticula en Agave tequilana

Fuente de Gradosde  Suma de Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variacion Libertad  Cuadrados Medios * ** estadistica
A 1 480.4993724 480.4993724 168.67 3.84 6.63 **
B 1 0.296939655 0.296939655 0.10 3.84 6.63 ns
(o} 1 191.6099379 191.6099379 67.26 3.84 6.63 **
AB 1 97.24155172 97.24155172 34.14 3.84 6.63 >
AC 1 47.75718793 47.75718793 16.76 3.84 6.63 >
BC 1 116.3838897 116.3838897 40.86 3.84 6.63 **
ABC 1 111.3678776 111.3678776 39.09 3.84 6.63 **
ERROR 224 638.1053586 2.848684637
TOTAL 231 1683.262116

A = Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.10 Grosor de cuticula por edad y superficie foliar
en Agave tequilana. Los valores representan
el promedio de 29 mediciones para cada grupo.
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Figura 4.11 Grosor de cuticula por edad y salud en Agave tequilana.
Los valores representan el promedio de 29 mediciones
para cada grupo.
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Células Epidérmicas
Las células epidérmicas son isodiamétricas y papilosas (con proyecciones
hacia el exterior), se presentan en las superficies foliares abaxial y adaxial tanto

en plantas jovenes como en las plantas adultas de Agave tequilana.

El analisis estadistico para células epidérmicas (area) reveld que la
variables edad, salud y superficie foliar, asi como la interaccién doble AC (edad-
superficie foliar) y la interaccién triple ABC (edad — salud — superficie foliar)
resultaron altamente significativas al 0.01. Los valores de la F calculaday la F

tabular se observan en el Cuadro 4.3.

Las células epidérmicas en los individuos sanos tanto en adultos como en
los individuos jovenes tienen un area muy similar, la superficie foliar abaxial

muestra una tendencia de area mayor (Apéndice H).

En los individuos adultos enfermos se mantiene un area mayor en la
superficie foliar adaxial (62 um?), aproximadamente un 40% mas grande que en

el adulto sano (38 um?).

En la superficie foliar abaxial de los individuos jévenes enfermos el area de
las células epidérmicas muestra el valor mas alto de todos los grupos,
representados en la Figura 4.12. Las medias para células epidérmicas (area),
de acuerdo a la condicién de edad, salud y superficie foliar se muestran en el

Apéndice H.
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Cuadro 4.3. Analisis de varianza para células epidérmicas (area) en Agave tequilana

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variacion  Libertad Cuadrados  Medios * ** estadistica
A 1 2913.70 2913.70 8.77 3.84 6.63 **
B 1 3987.49 3987.49 12.00 3.84 6.63 **
C 1 20384.11 20384.11 61.36 3.84 6.63 **
AB 1 884.45 884.45 2.66 3.84 6.63 ns
AC 1 8458.38 8458.38 25.46 3.84 6.63 **
BC 1 413.14 413.14 1.24 3.84 6.63 ns
ABC 1 9500.44 9500.44 28.60 3.84 6.63 **
ERROR 72 23920.03 332.22
TOTAL 79 70461.74
A = Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.12. Area de células epidérmicas por edad, salud y superficie foliar en Agave tequilana.
Los valores representan el promedio de 10 mediciones para cada grupo.

Densidad de Células Epidérmicas
En el grupo de los adultos se obtuvo un promedio de 1385 células
epidérmicas por milimetro cuadrado para la superficie foliar abaxial, mientras
que en la superficie adaxial, se obtuvo un promedio de 1451 células

epidérmicas. En el grupo de las plantas jovenes, la densidad en la superficie
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abaxial fue de 1439 vy en la superficie adaxial de 1501 células epidérmicas por

milimetro cuadrado.

El analisis estadistico para la densidad de células epidérmicas revel6 que
para las variables edad, salud y superficie foliar, asi como las interacciones
dobles y la interaccion triple ABC el resultado fue no significativo al 0.01 y al
0.05. Los valores de la F calculada y la F tabular se observan en el Cuadro 4.4.
Las medias para células epidérmicas (area), de acuerdo a la condicién de edad,
salud y superficie foliar se muestran en el Apéndice H y se representan en la

Figura 4.13.

Cuadro 4.4. Analisis de varianza para densidad de células epidérmicas en Agave tequilana

Fuente de  Grados de Suma de Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variacion Libertad Cuadrados Medios * > estadistica
A 1 178683 178683 -5.05 3.84 6.63 ns
B 1 6084 6084 -0.17 3.84 6.63 ns
C 1 262739 262739 -7.43 3.84 6.63 ns
AB 1 1857888 1857888 -52.55 3.84 6.63 ns
AC 1 0 0 0.00 3.84 6.63 ns
BC 1 158552 158552 -4.48 3.84 6.63 ns
ABC 1 2249928 2249928 -63.64 3.84 6.63 ns
ERROR 232 -8201848 -35353
TOTAL 239 -3487974
A = Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.13. Densidad de células epidérmicas por edad, salud y superficie foliar en
Agave tequilana. Los valores representan el promedio de 30 mediciones
para cada grupo.



49

Cristales

Plantas adultas y jovenes de Agave tequilana presentan cristales en ambas
superficies foliares (abaxial — adaxial), la composicién quimica de los cristales
de acuerdo a los resultados de la prueba quimica realizada correspondié a

oxalato de calcio.

Los cristales en Agave tequilana corresponden al tipo morfolégico de
estiloides y rafidios. Adicionalmente se encuentran agrupaciones de cristales en

forma de roseta.

Los cristales se localizan en areas que comprenden desde la superficie
foliar, la cuticula, las células de corcho, células epidérmicas, células del
parénquima esponjoso hasta la region donde se encuentran los haces

vasculares.

El analisis estadistico para cristales (area) de oxalato de calcio revel6 que
para la variable salud, asi como la interaccion doble BC (salud- superficie foliar)
el resultado fue significativo al 0.05. Los valores de la F calculada y la F

tabular se observan en el Cuadro 4.5.

En las plantas adultas sanas, la cara expuesta de los cristales estiloides
que se localizan en la superficie foliar adaxial son de mayor tamario (35 pm?)

que en la superficie abaxial (18 ym? ).
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Cabe destacar como en las plantas adultas de los individuos enfermos se
desarrollan cristales de mayor tamafio en la superficie abaxial (48 pm?), en
contraste con el adulto sano (18 pm?). Los valores de las medias para cristales
(area), de acuerdo a la condicion de edad, salud y superficie foliar se muestran

en el Apéndice H y se representan en la Figura 4.14.

Cuadro 4.5. Analisis de varianza para cristales (area) en Agave tequilana.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variacién Libertad Cuadrados Medios * ** estadistica

A 1 331 331 0.47 3.84 6.63 ns

B 1 3983 3983 5.63 3.84 6.63 *

C 1 258 258 0.36 3.84 6.63 ns
AB 1 0 0 0.00 3.84 6.63 ns
AC 1 344 344 0.49 3.84 6.63 ns
BC 1 2952 2952 417 3.84 6.63 *

ABC 1 347 347 0.49 3.84 6.63 ns
ERROR 72 50936 707
TOTAL 79 59151
A=Edad B =Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.14 Area de cristales por edad y superficie foliar en Agave tequilana. Los valores
representan el promedio de 20 mediciones de la cara expuesta de los cristales tipo

estiloides para cada superficie en Agave tequilana.
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Complejo Estomatico
Los estomas se presentan en ambas superficies foliares (abaxial y adaxial)
en Agave tequilana. El término complejo estomatico se asigna a la conjuncion
de varias microestructuras morfolégicas que participan cercana y

fisioldgicamente asociadas al estoma en Agave tequilana.

La organizacion del complejo estomatico corresponde al tipo tetracistico
(Gentry y Sauck, 1978), consta de cuatro células anexas (adjuntas o
subsidiarias) que se asocian a las células oclusivas del estoma, por el poro

estomatico u ostiolo y la cavidad que se forma entre las células adjuntas.

Las células oclusivas se localizan por debajo del nivel de las células
anexas, al fondo de la cavidad llamada camara supraestomatica. Por debajo de
las células oclusivas se forma una cavidad denominada camara subestomatica
que conecta con los espacios intercelulares del mesdfilo de la hoja de Agave

tequilana.

El complejo estomatico en la superficie foliar abaxial tiene un area expuesta
de 1899 ym? en promedio, mientras que en la correspondiente adaxial tiene un

area de aproximadamente 1867 pym?.

La superficie del complejo estomatico se haya cubierto por depdsitos
considerables de cera y de cristales de oxalato de calcio. En la oquedad entre

las células anexas tanto la cera cuticular como los cristales tipo estiloides
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bloquean casi por completo el acceso a las células oclusivas. EI complejo
estomatico o los estomas se localizan en hileras en posicion longitudinal y

ligeramente sinuosa.

El analisis estadistico para complejo estomatico (area) revel6 que la
variable edad es altamente significativa al 0.01. Los valores de la F calculada y

la F tabular se observan en el Cuadro 4.6.

Es importante sefalar que el area del complejo estomatico resultd tener
tanto en las plantas sanas como en las enfermas, un incremento al pasar de
individuos joévenes a los adultos. Al nivel de las plantas jovenes el area del

complejo estomatico es igual.

Al comparar la superficie abaxial de los grupos de adultos sanos y
enfermos, se observa que el area del complejo estomatico es muy similar. No
obstante, la superficie adaxial muestra un contraste, esta diferencia es mas
marcada en los individuos adultos enfermos. Las medias para el area del
complejo estomatico de acuerdo a la condicion de edad, salud y superficie foliar

se muestran en el Apéndice H y se representan en la Figura 4.15.
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Cuadro 4.6. Analisis de varianza para complejo estomatico en Agave tequilana

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variacién Libertad Cuadrados Medios * o estadistica
A 1 4857197 4857197 44.69 3.84 6.63 **
B 1 223385 223385 2.06 3.84 6.63 ns
C 1 22236 22236 0.20 3.84 6.63 ns
AB 1 121460 121460 1.12 3.84 6.63 ns
AC 1 62248 62248 0.57 3.84 6.63 ns
BC 1 150507 150507 1.38 3.84 6.63 ns
ABC 1 353163 353163 3.25 3.84 6.63 ns
ERROR 32 3478016 108688
TOTAL 39 9268212
A=Edad B =Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.15. Area de complejo estomatico por edad en Agave tequilana. Los valores
representan el promedio de 20 mediciones para cada grupo.

Células Anexas
La presencia de cuatro células anexas a las células oclusivas del estoma
es constante, lo cual permite ubicar morfolégicamente como tetracistico al

complejo estomatico de Agave tequilana.

Cada una de las células anexas de los individuos adultos en la superficie

foliar abaxial tiene un area expuesta de 176 pym? ; la célula anexa en la
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superficie adaxial posee un area expuesta de 136 pm? (medidas en el

microscopio electrénico de barrido).

El analisis estadistico para células anexas con datos obtenidos en el
microscopio optico (BMAX Olympus BX 50) usando la funcién area del
analizador de imagenes Argus 20 (Hamamatsu), revel6 para las variables edad,
salud y superficie foliar, asi como la interacciones dobles indican un resultado
no significativo al 0.01 y al 0.05. Mientras que para la interaccion triple ABC el
resultado fue altamente significativo. Los valores de la F calculada y la F
tabular se observan en el Cuadro 4.7, las medias para el area de las células
anexas de acuerdo a la condicion de edad, salud y superficie foliar se muestran

en el Apéndice H y se representan en la Figura 4.16.

Cuadro 4.7. Analisis de varianza para células anexas en Agave tequilana

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variaciéon  Libertad Cuadrados  Medios * ** estadistica

A 1 2282 2282 6.22 3.84 6.63 ns

B 1 1723 1723 470 3.84 6.63 ns

C 1 1482 1482 4.04 3.84 6.63 ns

AB 1 1949 1949 5.31 3.84 6.63 ns

AC 1 104 104 0.28 3.84 6.63 ns

BC 1 1032 1032 2.81 3.84 6.63 ns

ABC 1 9732 9732 26.53 3.84 6.63 **
ERROR 152 55761 367

TOTAL 159 74065

A = Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.16. Area de células anexas en el complejo estomatico por edad, salud y superficie foliar
en Agave tequilana. Los valores representan el promedio de 20 mediciones para cada

grupo.

Camara Supraestomatica

Por encima de las células oclusivas y por debajo de las proyecciones
denominadas papilas estomaticas, se encuentra un espacio libre que forma la
cavidad de la camara supraestomatica del complejo estomatico en Agave

tequilana.

El area de la camara supraestomatica se encuentra tanto libre, como
cubierta por cera y cristales de oxalato de calcio. En ocasiones la camara
supraestomatica se encuentra con una cobertura total de cera y cristales. El

area que se midio fue el espacio libre de la camara supraestomatica.
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El analisis estadistico para camara supraestomatica (area) revelé que las
variables edad y superficie foliar resultaron altamente significativas al 0.01. Los

valores de la F calculada y la F tabular se observan en el Cuadro 4.8.

La entrada a la camara supraestomatica mide 132 um? en el lado abaxial,
mientras que en el adaxial es de 42 pm? (mediciones realizadas en el

microscopio electrénico de barrido).

La camara supraestomatica tiene un area libre de cuerpos de cera y
cristales mayor en la superficie abaxial (81 pum?) de los individuos adultos
sanos. Se observa que el area disminuy6 notoriamente en la superficie adaxial
de los adultos sanos (39 um?), mientras que una tendencia similar se observé
en la superficie abaxial (87 um?) de los individuos adultos enfermos, en tanto
se presentd una reduccion de los valores en la superficie adaxial de los adultos

enfermos (42 um?).

La concentracion de cera es mayor en la superficie adaxial de adultos. Las
medias para el area de la camara supraestomatica de acuerdo a la condicion de
edad, salud y superficie foliar se muestran en el Apéndice H, valores que se

representan en la Figura 4.17.
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Cuadro 4.8. Analisis de varianza para camara supraestomatica en Agave tequilana

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variacién Libertad Cuadrados Medios * ** estadistica
A 1 41692 41692 130.32 3.84 6.63 **
B 1 105 105 0.33 3.84 6.63 ns
C 1 10728 10728 33.53 3.84 6.63 **
AB 1 49 49 0.15 3.84 6.63 ns
AC 1 8140 8140 25.44 3.84 6.63 **
BC 1 572 572 1.79 3.84 6.63 ns
ABC 1 337 337 1.05 3.84 6.63 ns
ERROR 72 23034 320
TOTAL 79 84657
A=Edad B =Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.17. Area de camara supraestomatica por edad y superficie foliar en Agave tequilana.
Los valores representan el promedio de 20 mediciones para cada grupo.

Tapén de Cera

El tapon de cera corresponde a la acumulacion de cera dentro de la
cavidad de la camara supraestomatica del complejo estomatico de Agave

tequilana.
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El analisis estadistico para el area del tapon de cera reveld que la variable

edad resulté altamente significativa al 0.01. Los valores de la F calculada y la F

tabular se observan en el Cuadro 4.9.

El tapdn de cera es mayor en los individuos adultos que en los jovenes,

tanto en las plantas sanas como enfermas. (Apéndice H)

En las plantas adultas sanas el area del tapon de cera es igual tanto para la

superficie abaxial (36um?) como la adaxial (34 pm?).

El tapén de cera en la superficie abaxial (32 pm?) de las plantas enfermas

es semejante a las adultas sanas.

Sin embargo, se observa una reduccion

considerable en la superficie adaxial de los adultos enfermos (13 um?). Las

medias para el tapén de cera,

de acuerdo a la condicién de edad, salud y

superficie foliar se muestran en el Apéndice H, valores que se representan en

la Figura 4.18.

Cuadro 4.9 Analisis de varianza para tapon de cera en Agave tequilana

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

*

*%*

Variacion Libertad Cuadrados Medios estadistica
A 1 9521 9521 14.35 3.84 6.63 **
B 1 711 711 1.07 3.84 6.63 ns
C 1 723 723 1.09 3.84 6.63 ns
AB 1 740 740 1.12 3.84 6.63 ns
AC 1 401 401 0.60 3.84 6.63 ns
BC 1 656 656 0.99 3.84 6.63 ns
ABC 1 164 164 0.25 3.84 6.63 ns
ERROR 72 47757 663
TOTAL 79 60674
A=Edad B =Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.18. Area de tapén de cera por edad en Agave tequilana. Los valores representan el
promedio de 40 mediciones para cada grupo.

Células Oclusivas
Las células oclusivas se encuentran en depresiones formadas por la
confluencia de las cuatro células anexas del complejo estomatico de Agave
tequilana.
El analisis estadistico para células oclusivas revelé6 que la variable
superficie foliar resulté significativa al 0.05. Los valores de la F calculada y la F

tabular se observan en el Cuadro 4.10.

El area de las células oclusivas es semejante en las plantas adultos como
en las jovenes tanto sanas como enfermas, él area represent6 un promedio de
23 ur_n2 tanto para la superficie abaxial como adaxial, a excepcion de la
superficie abaxial de los adultos sanos con un area de 36 pr_nz. Las medias

para células oclusivas (area), de acuerdo a la condicion de edad, salud y
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superficie foliar se muestran en el Apéndice H, y se representan en la Figura

4.19.

Cuadro 4.10. Analisis de varianza para células oclusivas en Agave tequilana

Fuente de Grados de

Sumade Cuadrados F Calculada

F Tabular 0.05

*

F Tabular 0.01 Significancia

*%

Variacion Libertad Cuadrados Medios estadistica
A 1 189 189 0.95 3.84 6.63 ns
B 1 241 241 1.21 3.84 6.63 ns
C 1 1470 1470 7.39 3.84 6.63 *
AB 1 938 938 4.71 3.84 6.63 ns
AC 1 26 26 0.13 3.84 6.63 ns
BC 1 533 533 2.68 3.84 6.63 ns
ABC 1 790 790 3.97 3.84 6.63 ns
ERROR 152 30233 199
TOTAL 159 34420
A=Edad B =Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
50 -
40 - "'
NE 30 | O Abaxial
< 20 | L . O Adaxial
10 4
0
Superficie

Figura 4.19 Area de células oclusivas por superficie foliar en Agave tequilana. Los valores
representan el promedio de 80 mediciones para cada grupo.

Camara Subestomatica

La camara subestomatica corresponde al espacio que se encuentra por

debajo de las células oclusivas, esta cavidad se encuentra delimitada por las

células del parénquima esponjoso en el complejo estomatico de Agave

tequilana.
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El analisis estadistico para camara subestomatica revel6 que la variable
edad resulté altamente significativa al 0.01. Los valores de la F calculaday la F

tabular se observan en el Cuadro 4.11.

El area de la cdmara subestomatica es mayor en los individuos adultos. En
los individuos jévenes el promedio fue de 148 pm?. Al pasar a la etapa adulta el

area se incrementa considerablemente, hasta 538 pm?.

El area de la camara subestomatica en la superficie foliar abaxial es mayor

que en la correspondiente superficie adaxial. Las medias para camara

subestomatica (area), de acuerdo a la condicién de edad, salud y superficie

foliar se muestran en el Apéndice H, y se representan en la Figura 4.20.

Cuadro 11. Analisis de varianza para camara subestomatica en Agave tequilana

Fuente de Gradosde  Suma de Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia
Variacion  Libertad  Cuadrados Medios * ** estadistica
A 1 3048126 3048126 51.22 3.84 6.63 **

B 1 101367 101367 1.70 3.84 6.63 ns
C 1 100983 100983 1.70 3.84 6.63 ns
AB 1 8224 8224 0.14 3.84 6.63 ns
AC 1 40631 40631 0.68 3.84 6.63 ns
BC 1 1380 1380 0.02 3.84 6.63 ns

ABC 1 1969 1969 0.03 3.84 6.63 ns
ERROR 72 4284482 59507
TOTAL 79 7587162
A=Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.20 Area de camara subestomatica por edad en Agave tequilana. Los valores
representan el promedio de 40 mediciones para cada grupo.

Distancia Interestomatica

Los estomas estan distribuidos mas o menos al azar en hileras onduladas
no rectilineas en la superficie foliar de Agave tequilana. Es comun encontrar
grupos de 3 a 7 estomas alineados en hileras cortas, separadas por un
promedio de 50 um tanto para la superficie abaxial como adaxial en las plantas
adultas sanas. Los depdsitos de cutina sobre la superficie foliar muestran areas

libres de estomas.

El espacio entre dos estomas esta ocupado por varias células epidérmicas

tipicas cuyo numero fluctua entre cuatro y diez células de una misma hilera.
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El espacio entre estomas de hileras continuas suele ser menor y corresponde a

dos o tres células epidérmicas.

El analisis estadistico para distancia interestomatica reveld que para la
variable edad resultd significativo al 0.05, mientras que para la variable
superficie foliar y la interaccion triple ABC (edad - salud - superficie foliar) el
resultado fue significativo al 0.05. Los valores de la F calculada y la F tabular

se observan en el Cuadro 4.12.

En las plantas adultas enfermas se observa una diferencia en la distancia
interestomatica, para la superficie abaxial es de 27 um, mientras que es 69 um
en la superficie adaxial. Esta diferencia puede ser quizas a la necrosis de

estomas observada en las imagenes del microscopio electronico de barrido.

En las plantas jévenes sanas, la superficie abaxial registré6 18 um, en tanto

para la superficie adaxial la distancia interestomatica fue mucho mayor (65

um).

No se presenta diferencia en la distancia interestomatica en los individuos
joévenes enfermos. Las medias para distancia interestomatica, de acuerdo a la
condicion de edad, salud y superficie foliar se muestran en el Apéndice H, y se

representan en la Figura 4.21.
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Cuadro 4.12 Analisis de varianza para distancia interestomatica en Agave tequilana

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01 Significancia

Variacion  Libertad  Cuadrados Medios * ** estadistica
A 1 6838 6838 5.46 3.84 6.63 *
B 1 1931 1931 1.54 3.84 6.63 ns
C 1 19162 19162 15.31 3.84 6.63 >
AB 1 661 661 0.53 3.84 6.63 ns
AC 1 34 34 0.03 3.84 6.63 ns
BC 1 99 99 0.08 3.84 6.63 ns
ABC 1 20411 20411 16.31 3.84 6.63 **
ERROR 152 190258 1252
TOTAL 159 239394
A = Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
100 -
90 -
80 - “'
70 |
c %01 T T l \ O Adulto
50 -
< 404 J_ l '|' -[ O Joven
30 4 T l
20 | T I J_
10 4
O T T
Sano Abaxial Sano Adaxial Enfermo Enfermo

Abaxial Adaxial

Figura 4.21 Distancia interestomatica por edad, salud y superficie foliar en Agave tequilana.
Los valores representan el promedio de 20 mediciones para cada grupo.

Densidad Estomatica

El analisis estadistico para densidad estomatica en Agave tequilana revel6
que la variable edad resulté altamente significativa al 0.01 y la interaccién AC
(edad- superficie foliar) fue significativa al 0.05. Los valores de la F calculada y

la F tabular se observan en el Cuadro 4.13.
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En la superficie adaxial de plantas adultas se muestra la mayor densidad
estomatica, asi mismo los valores fueron muy similares tanto para el grupo de
plantas sanas (100) como para las enfermas (99) estomas por milimetro
cuadrado. En los individuos adultos sanos y enfermos, la densidad estomatica

para la superficie abaxial el nimero de estomas . mm™ es de 95 y 91 estomas

respectivamente.

La densidad estomatica es igual en las plantas jéovenes sanas en ambas
superficies foliares y ligeramente superior en las plantas jovenes enfermas. La
densidad estomatica en las plantas sanas (tanto en jévenes y adultos) es

diferente, los jovenes sanos tienen menor densidad estomatica.
Las medias para densidad estomatica, de acuerdo a la condicion de edad,

salud y superficie foliar se muestran en el Apéndice H, y se representan en la

Figura 4.22.

Cuadro 4.13. Analisis de varianza para densidad estomatica en Agave tequilana

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01  Significancia
Variacién  Libertad  Cuadrados Medios * ** estadistica
A 1 10797 10797 60.48 3.84 6.63 >
B 1 350 350 1.96 3.84 6.63 ns
C 1 25 25 0.14 3.84 6.63 ns
AB 1 1603 1603 8.98 3.84 6.63 ns

AC 1 1896 1896 10.62 3.84 6.63 *
BC 1 34 34 0.19 3.84 6.63 ns
ABC 1 473 473 2.65 3.84 6.63 ns
ERROR 232 41420 179
TOTAL 239 56599
A = Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.22. Densidad estomatica por edad y superficie foliar en Agave tequilana. Los valores
representan el promedio de 40 mediciones para cada grupo.

indice Estomatico

El andlisis estadistico para indice estomatico en Agave tequilana reveld que
la variable edad y la interaccion triple ABC (edad — salud - superficie foliar)
resultaron altamente significativas al 0.01 y la interacciones dobles AB (edad-
salud) y AC (edad- superficie foliar) fueron significativas al 0.05. Los valores de

la F calculada y la F tabular se observan en el Cuadro 4.14.

El céalculo del indice estomatico muestra valores cercanos tanto para la
superficie abaxial y adaxial para las plantas adultas y jévenes, sanas y

enfermas, en promedio 6 estomas por cada cien células epidérmicas. Las
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medias para distancia interestomatica, de acuerdo a la condicion de edad, salud
y superficie foliar se muestran en el Apéndice H y se representan en la Figura
4.23.

Cuadro 4.14. Andlisis de varianza para indice estomatico en Agave tequilana

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F Calculada F Tabular 0.05 F Tabular 0.01  Significancia

Variacién  Libertad Cuadrados  Medios * o estadistica
A 1 76 76 67 3.84 6.63 **
B 1 3 3 2 3.84 6.63 ns
C 1 2 2 1 3.84 6.63 ns
AB 1 8 8 7 3.84 6.63 *
AC 1 7 7 6 3.84 6.63 *
BC 1 3 3 3 3.84 6.63 ns
ABC 1 50 50 44 3.84 6.63 **
ERROR 232 264 1
TOTAL 239 411
A = Edad B = Salud C = Superficie foliar ns = no significativo
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Figura 4.23. Indice estomatico por edad y superficie foliar en Agave tequilana. Los valores
representan el promedio de 30 mediciones para cada grupo.



DISCUSION

Una de las funciones cruciales de las células vegetales es la capacidad de
responder a fluctuaciones en su ambiente (Lerner,1999 ; Grene, 2001). Las
plantas mantienen la capacidad de diferenciar nuevos érganos durante todo su
ciclo vital, lo cual permite modificaciones en el proceso de desarrollo posteriores
a la etapa embrionaria. Adicionalmente, las células vegetales son capaces de
responder a las condiciones ambientales locales (plasticidad fenotipica) de una
forma sutil y compleja, a través de una red de rutas bioquimicas, celulares y

morfogenéticas (Coupland et al, 2003; Inzé, 2003).

Uno de los elementos mas importantes de este proceso es el que las
diferentes familias de proteinas reguladoras actuan jerarquicamente a modo de
interruptores moleculares, estimulando o reprimiendo rutas de sefializacion, al
interactuar con los factores enddgenos de la planta y mensajeros quimicos
como las hormonas. El resultado final de esta interaccion bioquimica determina
el destino de las células y asi la arquitectura y funcién de érganos y tejidos

(Coupland et al, 2003; Nusse et al, 2003)
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Ademas de la variacién genética que ocurre naturalmente en las plantas, la
plasticidad fenotipica puede ser expresada en una variedad de formas. El
rango de variabilidad de un caracter dentro de un individuo, de un grupo de
especies o de grupos taxonomicos relacionados, puede ser tanto cualitativo
como cuantitativo. Los factores genéticos por su parte, también influyen de
manera importante sobre la estructura vegetal y frecuentemente interactuan con
otras variables, por ejemplo: los caracteres anatdmicos pueden variar durante el
desarrollo, o debido a factores ambientales o influencias del habitat de la planta
como la disponibilidad de agua, luz, nutrientes, adaptacion altitudinal, o por
estar sujetos a diversos tipos de estrés bidtico o abidtico. (Trewavas y Malho,

1997 ; Dickison, 1999; Itai, 1999).

Bajo circunstancias O6ptimas, una planta desarrolla una morfologia
anatémica estructural dentro de un estado fenotipico ideal (Benavides, 2003).
La plasticidad fenotipica de una especie cultivada ante estimulos negativos del

ambiente se refleja en una serie de caracteristicas anatomicas foliares.

Destacan entre otras, el espesor de la cuticula y de las paredes de las
células epidérmicas, del area de los haces vasculares y de las células del
mesofilo (Trewas y Malh6,1997; Dickison , 1999). El entendimiento de las
interacciones entre las respuestas iniciales de una planta y los eventos
posteriores, son elementos constitutivos de la adaptacion acertada a la
alteracion de su ambiente (Grene, 2001). Adicionalmente, la identificacion de

un rasgo morfo-fisioldgico simple que esté relacionado con la respuesta a varios
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estreses bioticos y abidticos, es altamente deseable en cualquier programa de

mejora de cosecha (Maiti et al, 1994).

Como todas las caracteristicas de un individuo vegetal no pueden ser
detalladas, las variaciones fenotipicas probablemente sean las mas faciimente

observables (Cullis, 1999)

Presencia de Oxalato de Calcio

El oxalato es un compuesto organico muy importante en el metabolismo de
las plantas. Es uno de los productos finales del ciclo de oxido reduccion del

ascorbato (frecuentemente referido como via Halliwell — Asada).

El ascorbato tiene como rol indirecto el servir como antioxidante,
regenerando antioxidantes de membrana como el tocoferol que a su vez atrapa
radicales peroxilo y oxigeno altamente oxidantes (Levine, 1999; Grene, 2001).
De esta forma la presencia de oxalato en hojas de Agave tequilana evidencia

posiblemente la produccién de antioxidantes en la planta.

En esta seccion se tratara de relacionar la presencia de cuerpos y cristales

de oxalato de calcio con actividad de respuesta a estreses bioticos y abidticos.
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Cuerpos de Oxalato de Calcio

Se observé la presencia de abundantes cuerpos de oxalato de calcio en las
células del parénquima esponjoso en la superficie foliar abaxial de plantas
jévenes de Agave tequilana y en menor cantidad en la superficie adaxial de las
plantas adultas sanas. Es interesante recalcar que solo en estos dos grupos de
plantas se encontré oxalato de calcio en forma de cuerpos. En plantas
enfermas el oxalato de calcio se almacena en forma de cristales mas no como
cuerpos de oxalato. Esta observacion conduce a pensar en correlacionar la

presencia de oxalato de calcio como un indicador de salud en las plantas.

Cristales de Oxalato de Calcio

Se presentan por vez primera, valores del area (largo y ancho) de la cara
expuesta de los cristales tipo estiloides para Agave tequilana. Dada la dificultad
de medir el volumen de estructuras tan complejas, estos valores representan la
superficie de la cara expuesta de cada cristal. Por otra parte, la morfologia de
los cristales (estiloides y rafidios), concuerda con la clasificacion de Esau

(1972).

Los cristales de oxalato de calcio presentes en Agave tequilana, son de los
mas frecuentes y ampliamente distribuidos en las plantas superiores (Webb,
1999). El oxalato de calcio proporciona un depédsito de capacidad alta para el

calcio.
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Algunas plantas parecen tener un mecanismo regulador para tratar con
niveles altos de calcio en el ambiente de la planta, (Nakata et al, 2001). El
exceso de calcio puede ser retenido en cristales y almacenado como oxalato de
calcio, esta accion limita el efecto perjudicial debido a niveles altos de calcio en
las células vegetales, (Volk et al, 2002). La formacioén de estos cristales ocurre
dentro de la vacuola de células especializadas llamadas idioblastos
(Franceschi et al, 1980; Dickison, 1999; Web,1999 y Kostman, 2001), el
componente que almacena el calcio fue identificado como reticulo
endoplasmico del idioblasto. Al parecer posee areas especiales en las cuales
grandes cantidades de calcio son confinadas. Tres proteinas ligadas al calcio
se han localizada en el reticulo endoplasmico y no son detectables en las

células del mesdfilo, (Franceschi. et al, 1993; Nakata et al, 2001).

Estudios recientes han demostrado que los idioblastos requieren de
grandes cantidades de oxalato de calcio para precipitar el exceso de calcio que
se acumula en los tejidos y que este tipo de células es autosuficiente en la
biosintesis de oxalato de calcio y por lo tanto no requiere importar oxalato de
calcio de células adyacentes del mesdfilo. Adicionalmente se demostré que el
acido L- ascorbico es la mejor fuente de carbono para la formacién de cristales
de oxalato de calcio. Los idioblastos operan como una entidad fisiolégicamente
independiente con una estructura y metabolismo, provee una funciéon de
importancia a la fisiologia de las células circundantes y a la planta como un
todo, esto es, removiendo y almacenando el exceso de calcio (Kostman et al,

2001)
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Es interesante mencionar que en ambas superficies foliares en Agave
tequilana, solo se encontraron cristales tipo estiloides, rafidios y agregados de
cristales, la forma drusa estuvo ausente. La variedad de formas de cristal
encontradas en las especies de plantas es una indicacién especifica de que
estan genéticamente controlados y que son analogos a la biomineralizacion que

ocurre en los animales (Webb, 1999).

La acumulacién de cristales de oxalato de calcio esta en relacion a la
funcién de refuerzo estructural de las paredes celulares, como elemento
osmotico, en el equilibrio iénico (regulacion de calcio), en desintoxicacion (como
un medio para desintoxicar el exceso de acido oxalico), en reunion y refleccidon
de luz. Se han definido dos posibles funciones, la primera es que los cristales
proveen un importante receptaculo para absorber el exceso de calcio y la
segunda funcidon es que ayudan en la defensa de las plantas contra los
herbivoros, principalmente los cristales de forma acicular como los estiloides y
rafidios (Webb,1999, Arnott y Webb, 2000; Caliskan, 2000 y Jauregui et al,

2003) encontrados en las superficies foliares de Agave tequilana .

¢Que influye en el tamafio de los cristales de los diferentes grupos de
Agave tequilana?. Algunos autores han sugerido que la forma y tamafno de los
cristales esta definido por un numero de factores. Estos factores incluyen el
efecto mediador de macromoléculas como proteinas, polisacaridos y lipidos,
también como macromoléculas de la estructura de la membrana (Web, 1999;

Nakata y McConn, 2000). Andlisis genéticos en mutantes Cod ( cod 1, cod 2,
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cod 3, cod 6 y cod 7) de Medicago trunculata revelaron que una mutacion
puntual puede resultar en una variedad de diferentes formas y tamafios de
cristales, los genes especificos que causan estas alteraciones aun no se
conocen. Sin embargo, estos resultados muestran que el control de la
morfologia de los cristales es muy complejo y que esta bajo un estricto control
genético (Monje y Baran, 2002). Las mutaciones pueden afectar la funcién de
proteinas, lipidos o polisacaridos, todo esto podria contribuir en la alteraccion
del tamafio y forma de los cristales, (Nakata y McConn, 2000). Es evidente que
la formacion de cristales no es un proceso arbitrario o desordenado (Franceschi

y Horner, 1980; Kostman et al 2001; Monje y Baran, 2002).

Para el caso especifico de Agave tequilana, los cristales son mas grandes en
los individuos enfermos que en los sanos. Las hojas de plantas enfermas
desarrollan cristales mas grandes en la superficie abaxial, el area de los

cristales tienen un incremento sustancial del 150 % (Apéndice H).

El reconocimiento del patégeno por parte de la planta desencadena una
serie de cambios celulares. El incremento en la sintesis de oxalato de calcio en
plantas enfermas puede atribuirse a dos razones especificas: a) el aumento del
transito de los iones calcio a través de la membrana celular y el incremento
global de calcio intracelular (recuérdese que los cristales de oxalato son una
forma de almacenaje de calcio) ; b) el desencadenamiento de un choque

oxidativo como resultado de la sintesis de especies reactivas de oxigeno y
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nitrogeno (recuérdese que el oxalato es un producto de la activaciéon del ciclo

del ascorbato) (Nurnberger et al.2001; Molina, 2003).

Aparentemente la forma de almacenamiento del calcio difiere en plantas
sanas y enfermas. La forma de almacenamiento preferente en plantas sanas
son cristales y cuerpos de oxalato de calcio mientras que en plantas enfermas
la forma es en cristales, de acuerdo a lo observado en la Figura 4.3 y el Cuadro

5.1.

Cuadro 5.1. Analisis cualitativo de cristales, ceras, cuerpos de oxalato de calcioy papilas
estomaticas en Agave tequilana

Adulto Sano Adulto Sano Joven Sano Joven Sano  Adulto Enfermo  Adulto Enfermo  Joven Enfremo  Joven enfermo
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
Ceras *hkkkkkkkkk *% *% *kkk *kkk *kkkkkkkkk *kkk *kkk

Cristales *kkk *kkk *kkk *kkk
Cuerpos de Oxalato . N

de Calcio 0 0 (o] (o] 0 0
Papilas Estomaticas 0 0 bl ** 0 0 0 bl

o No hay *Poco **Hay pero no relevante % Mucho 0 R Muchisimo

En virtud de que algunos autores han reportado una correlacion entre
fitoalexinas y calcio extracelular, se recomienda, en investigaciones futuras,
medir niveles de fitoalexinas y correlacionar estos con la presencia y tamano de

cristales de oxalato de calcio (Lusso y Kuc, 1999).

En los individuos sanos, los cristales se reducen a la mitad de su tamano
en la superficie abaxial. mientras que en la superficie adaxial de los adultos no

se observo diferencia.
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En individuos jovenes sanos, tanto en superficie adaxial o superficie
abaxial se observd la misma media de cristales, pero se presenta una pérdida
de un 37% del area de los cristales en la superficie abaxial al pasar del estado

joven al adulto.

De acuerdo con lo observado, el incremento en el tamano de los cristales
podria ser una respuesta de la planta al ataque de la enfermedad o algun tipo

de estrés.

Presencia de Ceras

Las hojas son los principales érganos fotosintéticos, comprenden la
biomasa primaria de la mayoria de las cosechas en las plantas cultivadas. Son
consideradas frecuentemente como el érgano mas anatémicamente variable de
la planta, y las adaptaciones foliares han sido histéricamente utilizadas como
indicadores de condiciones ambientales (Dickson, 1999) y frecuentemente, las
hojas son los primeros érganos en ser dafiados por parasitos y por el estrés

ambiental (Jenks et al, 1995; 2001).

Las ceras en las plantas son un elemento esencial en la estructura de la
superficie foliar, muestran una considerable diversidad tanto en la

ultraestructura como en su composicién quimica. La importancia funcional y
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ecoldgica de estas estructuras esta en relacion fundamental para la interaccion

entre las plantas y su ambiente, (Barthlott, 1998).

Las ceras pueden presentarse en capas mostrando una estructura lamelar
(Kolattukudy, 1980). Los componentes lamelares son muy conspicuos en
algunas especies, pueden formar una delgada pero discreta capa exterior a la
membrana cuticular, que contiene un sistema de delgadas laminas situadas
paralelamente a la superficie de la membrana cuticular y pueden estar alternas
opacas o translucidas respectivamente. Las lamelas translucidas estan
frecuentemente asociadas a las ceras epicuticulares que pueden tomar muchas

formas desde amorfas hasta depdsitos cristalinos (Gilly et al., 1997).

En Agave, la cera epicuticular muestra laminas irregularmente distribuidas
como cristales sobreimpuestos en un revestimiento amorfo que cubre
completamente la superficie de la membrana cuticular (Wattendorff y Holloway

1980, 1982).

Aunque todas las superficies aéreas de las plantas estan cubiertas por
capas de ceras epicuticulares, la composicion quimica y la apariencia de las
ceras superficiales pueden variar entre tejidos de una sola planta, entre
ecotipos de la misma especie y entre especies. Los tejidos pueden estar
cubiertos con delgadas y transparentes capas de cera epicuticular o por una

densa red de ceras cristalizadas. Adicionalmente la apariencia de las ceras
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puede variar en respuesta a las condiciones del crecimiento y durante el

desarrollo de la planta.

La diversidad en la composicion quimica y las caracteristicas de las ceras
epicuticulares frecuentemente se han asociado con diferencias en la tolerancia

al estrés bidtico y abidtico (Jenks y Ashworth, 1999).

Varias funciones se han atribuido a la superficie vegetal bajo diferentes
condiciones ambientales. Todas las formas de agregados de ceras
epicuticulares crean una superficie hidrofdbica a la intemperie que repele el
agua. Algunos estudios han demostrado la relacién entre la capacidad de
humedecer la superficie foliar y el grado de susceptibilidad a contaminacién por
deposicion de particulas como el polvo, esporas, etc. Las ceras epicuticulares
crean una superficie rugosa que reduce la adhesién y repelencia del agua, en
hojas con estas caracteristicas, las particulas contaminantes son removidas por
la adhesiébn a gotas de agua que ruedan hacia fuera de la superficie

posteriormente a la lluvia, niebla o al rocio (Dickison, 1999).

Cuticula

La cuticula de la hoja no es una simple capa homogenea sobre la superficie
externa de las células epidérmicas, la cuticula se modifica conforme la hoja
madura (Bird, 2003). Asi como la edad de la hoja influye en los cambios en la

cuticula, las condiciones ambientales como fluctuaciones en la temperatura,
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precipitacion, la intensidad y calidad de la luz, la humedad relativa, también
afectan la deposicion de la cera y consecuentemente el grosor de la cuticula.
La plasticidad en estas microestructuras foliares ha sido observada por

Bleckmann et al., (1980); Dickinson, (1999) y Semerdjieva et al., (2003).

La cuticula puede variar de espesor, grado de desarrollo y composicion
quimica en las diversas especies vegetales, incluso en las superficies foliares
abaxial y adaxial (Wattendorff et al., 1980; Jetter et al., 2000). En Agave
americana, la cuticula es mas bien gruesa, usualmente llega a medir entre 3 y
15 um; en Agave cerulata y Agave desertii la cuticula es densa y la superficie
es elaborada, en cambio en otras especies como Agave sobria frailensis, A.
sobria roseana, A. subsimplex y A. vizcainoensis la superficie es lisa (Gentry y

Sauck, 1978).

En plantas adultas de Agave tequilana, la superficie cuticular muestra
capas de ceras epicuticulares denominadas plaquetas, probablemente
correspondan a lipidos solubles cuticulares en forma de agregados
microscopicos de acuerdo a Barthlott et al., (1998) y Jetter et al., (2000). La
superficie cuticular es la capa divisoria entre el ambiente y el cuerpo de la
planta, no es sorprendente que esta regiobn muestre mucha variablidad

estructural (Dickison, 1999).
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Las diferencias en el grosor, formas y estructuras de la cuticula foliar
pueden estar dirigidas por un patron genético o afectadas por algun factor
ambiental. El estrés hidrico y las altas temperaturas promueven cuticulas mas
gruesas al modificarse la estructura de los cordones de cera de la epidermis
(Jordan et al.,, 1984). Las plantas de Agave desertii expuestas a alta
concentracion de CO,, mostraron una disminucion en la cera epicuticular foliar
(Graham y Nobel, 1996). Por su parte, Maiti (1986) encontré6 que las
caracteristicas epidérmicas analizadas con el microscopio electrénico de barrido

eran diferentes entre lineas de sorgo tolerantes y susceptibles al estrés.

En las lineas de sorgo tolerantes, las ceras epicuticulares se conforman por
cubiertas de cera uniforme, esta caracteristica proporciona una apariencia
lustrosa a la superficies de las hojas, aumentando la reflectancia a la radiacién
incidente, por lo que la temperatura de la hoja y la pérdida de agua por
transpiracion se disminuyen (Maiti et al., 1991, 1992). En arroz se encontrd que
la cantidad y la geometria de las estructuras cristalinas de las ceras
epicuticulares mantienen diferencias importantes en la resistencia cuticular al
flujo de vapor de agua para reducir la pérdida de agua en esta especie

(O'Toole et al., 1979)

Algunos autores sugieren que la formacion de la cuticula no depende
exclusivamente de las condiciones del estrés, la capa de lipidos que conforman
las ceras epicuticulares normalmente muestra estructuras muy caracteristicas y

morfolégicamente complejas. La forma individual y la distribucién de los
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cristales de ceras es independiente de las influencias del ambiente (Barthlott et
al, 1998). Las superficies foliares con diferente polaridad (abaxial y adaxial)
presentan una respuesta diferente a estimulos ambientales como la exposiciéon
a fotoperiodos de dia corto y largo, a cuya exposicion repercute la formacion de
ciertas microestructuras epidérmicas, por ejemplo: tricomas exclusivamente en
el lado adaxial (Chien y Sussex, 1996). Esto también podrian influir en el grosor

de la cuticula en Agave tequilana.

En plantas in vitro transferidas a ex vitro en condiciones ambientalmente
nuevas la formacion de cutina se redujo, pero solo temporalmente. Asi mismo,
el aumento en la densidad de la cuticula de plantas jovenes (0.22 um) a hojas
expandidas (0.70 um) mostré que la biosintesis de cutina permanece activa
aun en condiciones ambientalmente nuevas, situacion que adicionalmente

depende de la edad de la hoja (Guilly et al., 1997).

A este respecto, algunos autores sefalan que la estructura y quimica de las
ceras epicuticulares no es estatica, sino que cambian durante el desarrollo de la
planta, por ejemplo en hojas jévenes de monocotiledéneas y dicotiledéneas, la
cantidad de ceras es mucho menor por unidad de area foliar que en las hojas
mas viejas y ademas, la cantidad de ceras generalmente se reduce durante la

senescencia de la hoja (Jenks y Ashworth, 1999).
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La densidad de la cuticula y la cantidad de ceras sobre la superficie foliar
de las plantas tiene una relacion directa con mayor mayor resistencia a hongos
patdogenos; cuticulas mas gruesas mostraron una mayor resistencia a
enfermedades causadas por hongos en Coffea arabica, Fragaria x ananassa,
Sorghum, Rosa hybrida (Jenks y Ashworth, 1999). Una fuerte relacién entre la
cantidad o el relieve de la estructura fina de las ceras proveen de acuerdo a
Schwab et al., (1996) una barrera muy eficiente contra el ataque de hongos y

evidentemente redujeron la intensidad de la infeccion por Botrytis cinerea.

Los valores del espesor de la cuticula en las plantas adultas sanas de
Agave tequilana observados en esta investigacion (abaxial 9 um; adaxial 9 um)
son similares (3 — 15 um) a lo previamente reportado por Kolattukudy (1980) y

Nobel (1988).

En condicién de enfermedad en las plantas adultas de Agave tequilana, no
ocurre un engrosamiento paralelo de la cuticula en ambas superficies foliares
(abaxial 10 um; adaxial 5 um) como sucede en el adulto sano. En los
individuos adultos enfermos, la cuticula en la superficie foliar abaxial es

entonces el doble de grueso, que en la superficie foliar adaxial.

La causa precisa de esta diferencia substancial en el espesor de la cuticula
de la superficie foliar adaxial en plantas enfermas no es clara. Posiblemente se

inhibi6 la acumulacibn de cera por el efecto de la enfermedad.
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Alternativamente, puede haber ocurrido degradacién de la cutina. Algunos
patdgenos y saprofitos como Fusarium solani pisi, Fusarium roseum culmorum,
Fusarium roseum sambucinum, Ulocladium consortiale, Helminthosporum
consortiale, Helminthosporum sativum y Streptomyces sabies, pueden crecer
sobre la cutina y utilizarla como la unica fuente de carbono. Se ha sugerido que
tales organismos excretan una enzima (cutinasa) que hidroliza la cutina,

(Kolattukudy, 1980; Bell, 1981).

Papilas Cuticulares

La presencia de papilas cuticulares en ambas superficies foliares (abaxial y
adaxial) en las plantas jovenes, confiere una apariencia rugosa a la superficie
foliar en Agave tequilana, que junto con la propiedad hidrofébica de la cuticula
da una ventaja adaptativa, la cual no permite que las particulas de polvo,
esporas de hongos o contaminantes permanezcan en la superficie foliar debido
a que las gotas de agua al rodar hacia fuera de la hoja arrastran estas
particulas reduciendo considerablemente la adhesion de agua y de particulas,
la naturaleza de las papilas cuticulares puede mostrar una tendencia del efecto

Lottus (Barthlott, 1998).

La ventaja adaptativa en las plantas jévenes de Agave tequilana por la

presencia de las papilas cuticulares podria adicionalmente fungir como un
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mecanismo de defensa contra herbivoria por insectos fitéfagos ( Lucas et al.,

2000).

Estado del Complejo Estomatico
Mientras que la organizacion del complejo estomatico de Agave tequilana
concuerda con la descripcion y ubicacion morfologica registrada por Esau
(1972), Gentry y Sauck (1978) y Salisbury y Ross (1992). En comparacién con
los valores registrados para otras especies de Agave por Gentry y Sauck
(1978), el area promedio de los complejos estomaticos de Agave tequilana fue
mucho menor tanto en la superficie abaxial como adaxial (Cuadro 5.2 a y 5.2

b).

Cuadro 5.2 a. Comparacion de microestructuras epidérmicas foliares en Agave tequilana vy

Agave spp
CEp CA ¥ CSu? CUp

Agave spp Ab Ad Ab Ad Ab Ad Ab Ad
Agave tequilana* 44 x 42 17x39 48.39 2001 12 7 8.67 8.75
A. cerulata ** ***140 x 95
A, nelsonii ** ***132 x 96
A. deserti ** ***128 x 82
A. sobria ssp roseana **  ***197 x 78
A. aurea ** ***152 x 85
A. capensis ** ***125 x 80
A. promontorii ** ***126 x 84
* Resultados de esta investigacion Ab = abaxial CE= complejo estomatico
** Gentry y Sauck (1978) Ad = adaxial CA = células acompafiantes
*** no especifican superficie foliar u = micrometros CS= camara supraestomatica
=% gstomas / mm-~ p = micrometros cuadrados CU = cuticula
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Cuadro 5.2 b. Comparacién de microestructuras epidérmicas foliares en Agave tequilana vy

Agave spp
CR p? DE**x* IE DIES
Agave spp Ab Ad Ab Ad Ab  Ad Ab Ad

Agave tequilana* 17.86 34.73 95 100 7% 6% 50.48 50.43
A. cerulata ** 33 52

A, nelsonii ** 31 37

A. deserti ** 34 52

A. sobria ssp roseana ** 30 34

A. aurea ** 12 18

A. capensis ** 19 31

A. promontorii ** 18 21

* Resultados de esta investigacion Ab = abaxial CR= cristales

** Gentry y Sauck (1978)
*** no especifican superficie foliar
=% gstomas / mm?

Ad = adaxial
pu = micrometros

n 2= micrometros cuadrados

DE = densidad estomatica
|E = indice estomatico
DIES = distancia interestomatica

Los estomas representan el sitio principal de penetracion de contaminantes

en algunas plantas, la estructura, la frecuencia y la distribucion de los estomas

se consideran importantes variables que afectan la sensibilidad de la planta a la

exposicion de contaminantes y sobre todo la resistencia foliar. Sin embargo, los

intentos para demostrar un modelo general sobre la relacion entre la resistencia

estomatica y la regulacion de la absorcion de algun contaminante se encuentran

aun en desarrollo. A pesar del entendimiento general acerca de esta relacion,

hay muchas condiciones estructurales para las cuales ha sido dificil adjudicar

una funcion fisiolégica o el mecanismo de la funcion no ha sido esclarecido

satisfactoriamente (Dickison, 1999).
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En la superficie adaxial del grupo de plantas adultas de Agave tequilana en
condicion enferma el tamano del complejo estomatico aumentd

considerablemente.

Células Anexas
En nuestro conocimiento no existen reportes previos de tamafios promedio
de las células anexas en el género Agave, por lo que éste representa el primer
registro de las dimensiones de éstas estructuras, lo que complementa el estudio
descriptivo de las microestructuras foliares en Agave tequilana.
Adicionalmente, la descripcién morfolégica de las células anexas concuerda con

la informacién de Gentry y Sauck (1978).

La presencia constante de cuatro células anexas o subsidiarias (Gentry y
Sauck, 1978) en el complejo estomatico de Agave tequilana, representa un
nivel mas alto de desarrollo y avance evolutivo, puesto que la mas importante
funcién de estas células es el almacenamiento de grandes cantidades de agua
y iones porque ningun plasmodesmata ocurre entre las células oclusivas
maduras, células anexas y otras ordinarias células epidérmicas, estos
materiales deben moverse por el apoplasto (Dickison,1999). Las células
oclusivas pierden sus conexiones plasmodesmaticas durante la diferenciacion
temprana, por lo visto debido a la turgencia alta que estas células deben de

mantener para abrir el poro estomatico u ostiolo (Bird et al., 2003).
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Papilas estomaticas
En esta investigacion se introduce por primera vez el nombre de papilas
estomaticas y su asociacion con la presencia del estoma en Agave tequilana.
Una microestructura denominada “bordes”, que deriva del engrosamiento de
las paredes celulares de las células subsidiarias adyacentes polares y laterales
al nivel de la abertura interna del complejo estomatico para Agave spp fue
descrita por Gentry y Sauck (1978) y coincide con la nominacién de papilas

estomaticas asignada particularmente para Agave tequilana.

Las papilas estomaticas son unas microestructuras epidérmicas foliares
que se forman por la acumulacién de cera sobre las proyecciones de las
células anexas adjuntas al complejo estomatico de esta especie. Posiblemente
esta adaptacion micromorfolégica mitigue las temperaturas altas en la epidermis

y de proteccion a las células oclusivas en Agave tequilana.

En las plantas adultas de A. tequilana, el area de las papilas estomaticas
es mayor en la superficie foliar abaxial. Al cotejar con la respectiva superficie
foliar en los individuos adultos enfermos se observé una reduccién en el area de
las papilas estomaticas de aproximadamente un 40% en comparacion con los
individuos sanos. Posiblemente el efecto de la enfermedad alterd
sustancialmente la acumulacion de cera en esta microestructura epidérmica

foliar. Sin embargo, no se encontré alguna referencia previa.
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Células Oclusivas

En Agave tequilana las células oclusivas se encuentran en depresiones; en
Agave cerulata y Agave desertii los estomas estan profundamente comprimidos,
en cambio en otras especies como A. sobria frailensis, A. sobria roseana, A.
subsimplex y A. vizcainoensis los estomas no estan profundamente
comprimidos (Gentry y Sauck ,1978)

En esta investigacién, la unica diferencia se da en la superficie abaxial de
plantas adultas sanas de Agave tequilana. Es importante hacer hincapié en
que los valores dados para el area de las células oclusivas son aproximados
dado la sensibilidad de la respuesta de estas células al momento de obtener la
muestra foliar en campo y a las limitaciones propias del manejo de los cortes

histoldgicos, por lo que esta informacion se debe manejar con reserva.

Camara Subestomatica

En Agave tequilana, el area de la camara subestomatica (cavidad que se
forma por la ausencia de células del mesdfilo en las cercanias del estoma)
mantiene una tendencia de crecimiento acorde a la edad en la hoja de esta

especie, (Dickison, 1999).
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Camara Supraestomatica

En todos los grupos estudiados en Agave tequilana, la camara
supraestomatica mantiene una tendencia semejante, la superficie foliar abaxial
presenta la mayor area libre, mientras que en la superficie foliar adaxial, es
menor la dimension de esta microestructura foliar tanto en los individuos sanos

como enfermos.

Una mayor acumulacion de cera en la superficie adaxial disminuye el area
libre de la camara supraestomatica en las plantas adultas sanas y enfermas de

Agave tequilana.

Abertura de la Cavidad Supraestomatica
Este es el primer registro sobre dimensiones de la abertura de la cavidad
supraestomatica, que forman las células anexas en el complejo estomatico de
Agave tequilana. Con esto se demuestra que las células oclusivas se
encuentran en una depresidn por debajo del nivel de células anexas o
subsidiarias. Las células oclusivas en la posicion hundida favorece la
minimizacién de la pérdida del vapor de agua, como parte de una adaptacion al

ambiente.
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Dimensiones del Tapén de Cera

En Agave tequilana el tapon de cera que se deposita en la camara
supraestomatica refuerza la proteccion de las células oclusivas reduciendo la
pérdida de agua. En Agave americana, los depdsitos de los cristales de cera,
estaban particularmente densos alrededor de los poros estomaticos

(Wattendorff y Holloway, 1982).

La condicion de salud (enfermo), asi como la superficie foliar adaxial,
posiblemente fueron la causa de la reduccidon del tapon de cera en las plantas

adultas de Agave tequilana.

Densidad Estomatica
La densidad estomatica en Agave tequilana es dos veces superior -en el
rango maximo- a los valores que presentaron Gentry y Sauck (1978) y Nobel
(1988) para otras especies de Agave. Por otra parte, los valores para A.
tequilana se encuentran abajo del limite inferior de otras especies de
monocotiledéneas y dicotiledéneas cultivadas (Essau,1972; Nobel, 1983;
Merva, 1995; Ozeker y Misirli, 1999; Verdugo et al, 1999; Laskowski, 2000;

Panjay De D K. 2001 y Benavides et al., 2003).

La densidad estomatica en Agave tequilana (grupo Rigidae) es uniforme

en ambas superficies foliares, mientras que en los grupos Deserticolae,
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Campaniflorae y Umbellifiorae del género Agave , el numero de estomas es
mayor en la superficie adaxial que en la correspondiente abaxial (Gentry y

Sauck, 1978).

Estos datos muestran claramente que la densidad y distribucion de
estomas presentan variablidad, que no estan distribuidos al azar y que la
densidad es controlada por factores enddgenos y ambientales (O'Leary y
Knech, 1981; Berger et al, 2001; Bird y Gray, 2003) en las diferentes especies
del género Agave y de otros grupos de plantas. En ciertas especies como
Malpighigia emarginata (Malpighiaceae) los estomas se encuentran confinados
a la superficie foliar abaxial (Laskowski, 2000). Mientras que en Desmodium
concinnum, D. diffusum, D. gangeticum, D. laxiflorum, D. lycarpum, D. scalpe,
asi como en Ougeinia oojeinensis (Fabaceae) los estomas se encuentran

ausentes en la superficie adaxial (Kothari y Shah, 1975).

Tanto la densidad estomatica como la distribucion de los estomas
representan un factor decisivo en la capacidad del intercambio gaseoso en
Agave. Adicionalmente, se ha mencionado que la fraccion del area de la
superficie foliar ocupada por los poros estomaticos es de gran importancia en el
intercambio gaseoso, cuando se abren y cierran el par de células oclusivas en

respuesta a estimulos ambientales vy fisiolégicos (Nobel, 1988).
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La frecuencia baja de estomas en Agave tequilana, en contraste con otras
especies cultivadas, puede sugerir una menor capacidad para el intercambio

gaseoso con el ambiente (Raschke, 1966 ).

Se sabe que la disminucién en el indice y la densidad estomatica es una
respuesta de aclimatacion para restringir la pérdida de agua (Schoettle y
Rochelle, 2000), una baja frecuencia estomatica se ha correlacionado con
tolerancia a la sequia (Richardson et al., 2000), por lo que la posicion
intermedia del numero de estomas de Agave tequilana pudiera reflejar la
adaptacién de la planta a los sistemas de cultivo realizados durante muchas

generaciones.

Algunas plantas cultivadas responden a ciertos factores ambientales
negativos, disminuyendo el numero de estomas en la superficie foliar adaxial de
tomate expuesto a estrés salino (Salas et al., 2001) o plantulas de chile serrano

sometidas a estrés por temperaturas bajas (Benavides et al., 2002).

La densidad e indice estomatico, asi como la densidad de células
epidérmicas son caracteristicas anatomicas que no estan asociadas a
cualidades de resistencia o susceptiblidad al ataque de roya en genotipos de

café (Silva et al., 1998).
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Distribucion de Estomas
En cuanto a la distribucion de los estomas los datos concuerdan con lo
reportado por Gentry y Sauck (1978) y Nobel (1988) respecto a la presencia de
estomas en ambas superficies de la hoja en Agave tequilana. Asimismo se
observé una tendencia a organizarse en lineas o hileras cortas de 3 a 7

estomas.

Las monocotiledoneas presentan una uniformidad en la distribucion de
estomas al alcanzar la madurez. En plantas cultivadas, la baja temperatura
puede afectar la division celular y causar cambios en el modelo de la

distribucion de los estomas, Croxdale (1997).

Agave tequilana presenta estomas en ambas superficies foliares (abaxial -
adaxial), de acuerdo a esto corresponden a hojas anfistomaticas (Essau, 1972;
Fahn, 1990). En otras especies, esta caracteristica se encuentra relacionada a
exposiciones de intensidades altas de luz, la presencia de estomas en ambas
superficies foliares proporciona a la planta un grado adicional de libertad en la
regulacion del intercambio gaseoso por la facultad de abrir y cerrar los estomas

en ambas superficies foliares (Mott y Michaelson, 1991).

En Agave tequilana, la cantidad de cera que se deposita dentro de la
camara supraestomatica, da la pauta a considerar que a pesar de tener hojas
anfiestomaticas, los estomas en la superficie foliar adaxial mantienen una

dependencia de transpiracion sobre la abertura estomatica mucho menor que
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en hojas hipostomaticas (Pachepsky et al, 2000). La cera sobre las células
oclusivas en Agave tequilana puede disminuir la deshidratacion durante las

horas de mayor radiacion solar (Thomas, 2000; Littge, 2004).

indice Estomatico

El indice estomatico de 6 a 7 para ambas superficies foliares en Agave.
tequilana se reporta por primera vez. La literatura existente en
monocotiledéneas ha sido dirigida principalmente hacia la densidad estomatica,
mas que hacia el indice estomatico. Sin embargo, en plantas de ajo (Allium
sativum) Verdugo et al., (1999) reportaron valores promedio de 39.64 en el lado
adaxial y de 39.65 en el abaxial. Por otra parte, en plantas de chile (Capsicum
annuum) se reportaron rangos de 13 a 18 para la superficie adaxial y de 27 a 38
para la abaxial (Benavides et al., 2002). En algodon, el indice estomatico fue
mayor en la superficie abaxial de la hoja y de la bractea (18. 4 y 94
respectivamente) que en la correspondiente superficie adaxial (14. 4 y 4.7
respectivamente), Bondada y Oosterhuis (2000). Comparados con dichos

promedios los valores aqui encontrados en Agave tequilana son bajos.

El indice estomatico esta en relacion a la funcion del total de radiacién
recibida y de las variaciones que ésta experimenta durante los dias precedentes
a la diferenciacion de los estomas en la hoja, se menciona que esta
caracteristica puede considerarse mas bien representativa de la adaptacion al

medio ambiente de la planta que como un rasgo constante de valor taxonémico,
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ya que el indice estomatico puede disminuir cuando se expone la planta a la
longitud de onda azul, mientras que la longitud de onda roja cause un efecto de

aumento en el indice estomatico (Schoch et al.,1980).

Distancia Interestomatica
Se presenta en primicia los valores que indican la distancia entre estomas
en Agave tequilana. Dado que no hay registros previos, estos valores no

pudieron ser comparados con otros.

En Agave tequilana el espacio entre dos estomas contiguos esta ocupado
por varias células epidérmicas tipicas cuyo numero fluctia entre cuatro y diez
células en una misma hilera, esta informacién concuerda con el valor de por lo
menos una célula entre estoma y estoma (Larkin et al., 1997; Bird y Gray,

2003).

¢ Cual es la importancia de esta separacién entre estomas? La distancia
entre estomas puede ocurrir o ser una estrategia para prevenir traslapes entre
estomas, de tal forma que el intercambio maximo de gas sea ganado con el

menor numero de estomas (Bird y Gray, 2003).

En Agave tequilana, el espacio entre estomas de hileras contiguas suele
ser menor y corresponde a dos o tres células epidérmicas. Dado que no hay

registros previos, estos valores no pudieron ser comparados con otros.
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Los estomas en Agave tequilana siguen un patrén de alineamiento como las
monocotiledéneas y algunas coniferas, concordando ademas en que los
estomas estan separados en la superficie foliar por areas carentes de estomas

(Dickison, 1999).

Dimensiones y Densidad de Células Epidérmicas

Se presentan por primera vez los valores del area y densidad de las células
epidérmicas para ambas superficies foliares en Agave tequilana. En la literatura
consultada no se encontré antecedente alguno al tamafio y numero de células
epidérmicas en Agave, por tal motivo estos valores no pudieron ser comparados
con otros. Sin embargo, se cree prudente sefialar que las células varian de
tamano con la edad de la planta, por lo que no es recomendable utilizar células
de tejidos inmaduros o jovenes como una fuente de informacion cuantitativa y

definitiva (Dickison, 1999)



CONCLUSION
La organizacién de la epidermis foliar de Agave tequilana es en general
similar a la de otras especies de monocotiledéneas. Sin embargo, ciertas
peculiaridades anatomicas deben mencionarse: un complejo estomatico de area
muy pequefia comparada con la de otros agaves, y una densidad estomatica
relativamente alta, probablemente resultante de estrategias o adaptaciones
especificas, que se han mantenido a lo largo del proceso de seleccion artificial

al que ciertamente ha estado sometida la especie por muchas generaciones.

Este trabajo de investigacion por primera vez documenta extensivamente
las caracteristicas anatomicas de las microestructuras epidérmicas foliares
asociadas al complejo estomatico estudiadas en las plantas cultivadas sanas y

enfermas de Agave tequilana Weber.

La comparaciéon entre plantas sanas y enfermas revela diferencias en varias
microestructuras epidermicas foliares en las plantas adultas enfermas de Agave
tequilana. Son caracteristicas distintivas el adelgazamiento de cuticulas, el
tapon de cera de menor tamaino y la mucha mayor distancia interestomatica en

la superficie foliar adaxial. Adicionalmente, los cristales de oxalato de calcio
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de mayor tamano se observan particularmente en la superficie abaxial de las
plantas adultas enfermas. Destaca notablemente, la ausencia de los cuerpos

de oxalato de calcio en las plantas enfermas de Agave tequilana.
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A. Relacién de Exportaciones de Tequila (por paises en miles de ddlares)

Pais 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 |ene-mar 2002
Total 23 70 1,665 1,614 725 83| 144,735 173,203 179,183 240,360[ 421,910 392,500] 96,774
Estados

Unidos de

América 0 0 133 15 402 22| 109,180[ 129,151] 135,023] 189,185 348,211| 305249 79,084
Alemania 0 0 0 0 0 0 924 1,852 2,345 2,829 15,005 16,068 3,215
Paises Bajos 0 0 0 0 0 0 4,615 4,833 5,569 8,662 9,302 15,671 3,355
Espafia 0 0 0 0 0 0 516 5,938, 1,020 1,448 2,924 5,123 763
Francia 0 0 0 0 2 0 2,328 2,257 2,550 2,440 4,489 5,043 1,317
Reino Unido 0 68 0 0 0 0 4,261 5,956 5,850 6,537, 6,081 4,745 376
Japon 0 0 0 0 2 0 1,881 2,119 2,234 2,171 3,964 4,198 517
Suiza 0 0 0 0 0 0 1,363 2,284 1,625 1,662 2,530 3,667 912
Canada 0 0 1,532 1,598 299 49 184 655 1,706 2,007, 2,269 3,343 700
Belgica 0 0 0 0 0 0 3,438 935 1,043 1,046 2,131 2,430 218
Australia 0 0 0 0 0 0 533 252 41 546 476 1,895 489
Italia 0 0 0 0 0 0 1,533 895 1,103 1,035 1,663 1,713 653
Panama 0 0 0 0 0 0 M 1K} 830 1,464 1,222 1,580 448
Puerto Rico 0 0 0 0 0 0 33 0 165 359 590 1,379 359
Costa Rica 3 0 0 0 20 0 451 420 608 567 1,144 1,291 175
Sudafrica 0 0 0 0 0 0 1,252 657 1,360 777 1,363 1,260 367
Filipinas 0 0 0 0 0 0 941 1,586 857 1,141 1,434 1,225 0
Brasil 0 0 0 0 0 0 1,862 1,581 955 884 989 1,057 248
Venezuela 0 0 0 0 0 2 4 435 687 655 815 994 0
Aruba 0 0 0 0 0 0 353 322 465 439 1,401 954 220

22089001: Tequila.
Valor en miles de ddlares
El1 de abril de 2002, entrd en vigor la Tarifa del Impuesto General de Importacion y Exportacion (TIGIE). Anterior a esta fecha, el contenido actual
de la fraccion 2208.90.03 de exportacion correspondia a la fraccion 2208.90.01
Fuente: Secretarfa de Economia
Subsecretaria de Negociaciones Comerciales Internacionales
Inteligencia Comercial

http://www.economia-snci.gob.mx/sic_php/ls23al.php?s=24&p=18&I=1#
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B. Protocolos Experimentales

Se describen los protocolos para la preparacion de las muestras foliares de

Agave tequilana Weber ( Agavaceae).

C. Impresiones o Improntas Foliares

La técnica de impresion foliar con silicon o con goma elastica ha sido de
gran utilidad a traves de los afios para medir aperturas estomaticas individuales,
se ha encontrado que la exactitud y precision de tales medidas estan limitadas
por la resolucion del microscopio Optico estandar (0.2 a 0.5 um), dicha limitacidon
restringe la aplicacion de esta técnica a aquellas especies con estomas
relativamente grandes (Lawson et al., 1997; Lawson y Weyers, 1997).
Para las impresiones foliares se utilizd la técnica mediante el uso del esmalte
transparente de ufias (D’Ambrogio, 1986), cada impronta foliar posteriormente
se colocd en un portaobjetos conteniendo glicerina al 50% y se protegié con un

cubreobjetos.

D. Microscopia Optica
Las técnicas histologicas son ampliamente utilizadas en muchas areas de
la investigacion, Yeung (1999) sefiala que los analisis estructurales permiten un
gran avance en los estudios de la organizacion y cambios del cuerpo vegetal y
que ademas son de un gran aprovechamiento en el estudio de la morfogénesis

de la planta.
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Protocolo :

Obtencion de muestras vegetales

I. Fijacién

Se colocan las muestras foliares en el fijador biolégico alcohol — acetona -
formol (AFA).

I[I. Cambios decrecientes en alcohol

Las muestras foliares se someten a una serie de cambios decrecientes en
alcohol:

Alcohol Tiempo Frecuencia
90° 30’ dos
80° 30' dos
70° 30' dos

Después del ultimo cambio, las muestras foliares se mantienen en alcohol al

70°

I1l. Deshidratacion

Retirar alcohol al 70° de las muestras vegetales
Inmersion en cloro al 40% en agitacién suave toda la tarde y noche (tiempo
variable). Objetivo: aclaracion de tejidos (blanqueamiento)

Retirar cloro / enjuagar con agua destilada 3 veces por 30" también en
agitacion suave.

Proceder a la deshidratacion mediante cambios secuenciales en alcohol.
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Alcohol Tiempo
50% 30'
70% 1 hora
70% 2 horas
80% 2 horas
90% 4 horas
95% 4 horas
100% 3 04 horas

IV. Infiltracion

Mezclas de alcohol -xilol
Retirar alcohol
Colocar muestras en mezclas de alcohol — xilol

Alcohol - Xilol Tiempo
3:1 4 horas
1:1 4 horas
1:3 4 horas

V. Preinclusién Parafina
Retirar de las muestras la mezcla de alcohol — xilol

Colocar xilol puro (concentrado ) durante 4 horas
Posterior a este paso, se agrega la parafina para que se disuelva a temperatura
ambiente (se debe alcanzar el doble del volumen ya con la parafina®).

*Parafina: Paraplast Tisue Embedding Médium, catalog n° 8889 — 501006 ( bag
1 kg ( 2.2 pounds)
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Al iniciar el proceso de la inclusion de parafina se debe conservar el xilol y poco
a poco ir agregando parafina dentro de los frascos, se colocan en agitacion

suave, al disolverse la parafina se agrega otro poco y se repite el proceso.

Los frascos con xilol mas la parafina se dejan toda la noche y durante el dia
siguiente. Si después de este tiempo, quedan grageas de parafina sin disolver,
se agrega xilol puro, una cantidad el doble del volumen del contenido del frasco

y se regresa a agitacion, hasta que las grageas se disuelvan.

Tiempo de inclusion: 24 a 36 horas.
Después de 24 horas de preinclusion de parafina en xilol puro en agitacion
suave se procede a filtrar el xilol. La parafina que no se disolvié se regresa a

los frascos.

VI. Inclusién

Agregar parafina a los frascos

Colocar en horno a 60° C por 24 horas, ir agregando parafina poco a poco.
Disolver la parafina (si aun después de este tiempo queda parafina sin disolver)
en una parrilla a 60° C (precaucién: no pasar de esta temperatura).

Disuelta la parafina regresar al horno.

Colocar en recipientes con una capa inicial y poner a enfriar, utilizar un aparato
Tissue Tek Il Tissue embedding center, para este procedimiento de inclusion

en parafina.
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Al enfriar la primera capa se toma la muestra de hoja con una pinza (el frasco
con la parafina se debe tener calentando en una parrilla termoagitador a no mas
de mas de 60°C (para mantener fundida la parafina) posteriormente se inserta
la muestra foliar en esta primera etapa y se cubre con parafina liquida, se pone

a enfriar y luego se pasa al congelador.

Se sacan los bloques del congelador y se colocan en el Tissue embedding
Center para que se mantengan congelados.

Se coloca el bloque de parafina en el portamuestras del microtomo.

Con la cuchilla se va emparejando la cara del bloque para sacar tiras de cortes.

Se separan del microtomo, las tiras de cortes con un pincel y una aguja de

diseccion.

Se colocan las tiras de cortes en el bafio maria con agua caliente (40° C) para
desparafinar, se agrega gelatina (una cuarta parte del portaobjetos es la medida
de la gelatina que se debe agregar) cuyo objetivo es para que el corte se

adhiera al portaobjetos.

Cuando a la tira de parafina de los cortes se le quitan las arrugas y el corte se
encuentra bien extendido se pasa a un portaobjetos por debajo del corte para

que se fije al portaobjetos.
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Se observan los cortes al microscopio compuesto, se secan en una estufa a
70° por unos minutos para que se desparafine la muestra y se posteriormente
se sumergen en xilol por 3 minutos para desparafinar, seguido por inmersion

en etanol-xilol para aclaracién por 3 minutos.

Para esta investigacioén, solo se desparafiné y aclaré los cortes , no se procedid

a la tincién para su observacién en el microscopio Olympus

E. Microscopia Electronica de Transmision

Fijacion de muestras en glutaraldehido y mantenidas en refrigeracion.
Retiro de glutaraldehido

Cambios graduales y secuenciales de acetona

Acetona Tiempo
30% 30'
50% 30'
70% 30'

Conservacién de muestras en acetona al 70 % mientras se procede a los
demas pasos del proceso.

Deshidratacion, eliminacion de acetona al 70% de cada muestra.
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Cambios graduales de acetona y en agitacion suave

Acetona Tiempo
90% 30'
100% 30'
100% 30'

Al término del dltimo cambio de acetona, se desecha y se agrega a las

muestras una mezcla de acetona — resina.

En histologia se emplean colorantes con el objeto de facilitar la visualizacion
de distintas estructuras y para demostrar diferencias fisicas y quimicas entre los
componentes celulares y de tejidos.

Un primer grupo que constituye la mayoria de los colorantes biolégicos son
compuestos organicos derivados del alquitran de carbon. Un segundo grupo de
colorantes se obtienen de otras fuentes naturales tales como la hematoxilina
que se extrae de la corteza de un arbol o el Carmin que se obtiene de un grupo
de un insecto. Un tercer grupo lo constituyen varios metales como la plata y el

tetraoxido de osmio que tienen afinidad por ciertos compuestos de la célula.

El tetraoxido de osmio es util para demostrar ciertos lipidos, porque los acidos
grasos no saturados lo reducen, dando lugar a la formacion de un producto
oscuro (negro). El tetraoxido de osmio es util para demostrar el aparato de

Golgi (Sepulveda S, 2001).
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Las muestras vegetales de Agave tequilana tanto para microscopia éptica como
microscopia electrénica de transmisién se postfijaron en tetradxido de osmio

para contrastar la cuticula en los cortes semifinos.

Previamente se procede a la preparacion de la resina de Suprr@.

ERL 4206 vinyl cyclohexene dioxide
DER 736 epoxy resin
NSA nonenyl succinic anhydride

DMAE dimethylamide ethanol ( acelerador *)

*

el acelerador ayuda a que se mezclen los monémeros y se unan en un
polimero.

Al reunir los 4 reactivos (monémeros + acelerador) la mezcla se agita durante

una hora, para incorporar las resinas.

Con esta resina pura se prepara una mezcla de Acetona — Resina

Acetona Resina Tiempo
3 1 1 hora
2 1 1 hora

1 3 1 hora
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Al término de la serie de cambios de acetona- resina, se elimina la mezcla y se
agrega resina pura (resina Suprr@.) y se deja toda la noche en agitacién suave

(2 noches y un dia).

Se prepara nueva resina Suprr@, la cantidad necesaria (21 mg) para colocar en

los moldes especializados .

Se marcaron etiquetas con lapiz (numeros muy pequefios), de tal manera que

se ajusten las etiquetas al espacio en los moldes para identificar las muestras.

Se coloco resina a la mitad del nivel del molde.
La muestra se cortdo en 3 fragmentos de acuerdo al espacio del molde y se
posiciond en los moldes de acuerdo al objetivo de cortes paradermales o

transversales, junto con la clave en la etiqueta.

Posteriormente se rellena con resina el molde.

Se lleva a estufa a 70° C por 72 horas.



Materiales

Cajas de Petri
Resina Spurr@
Palillos de madera
Pipeta Pasteur
Probeta

Pinzas de diseccion
Moldes

Trimming (ajuste)
Formacién de piramides
Fabricacion de cuchillas
Cortar semifino

Tincion de cortes y localizacion de areas de interés en los cortes semifinos

Materiales

Microscopio estereoscopico modelo 569 American Optical
Lampara American Optical

Transformer American Optical

Base tipo prensa

Navajas

Azul de toluidina

Fucsina basica

Gasa

Aparato 7800 Knife Maker LKB BROMMA

Etanol

Cinta Plateada Scotch # 850 Sylver tape 3/8” (W) x 72 yds (L)
Pelicula Fotografica

Fotomicroscopio 6.4 mm Pelco / Electron Microscopy Sciences
Ultramicrotome Glass

Barra de vidrio 6. 4 mm Pelco / Electrén Microscopopy Sciences 6 mm

Interpretacion de estructuras

Seleccion de tejidos mas representativos
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Nuevo Trimming ( nuevo ajuste)
Se realiza los cortes semifinos
Se procede a realizar los Cortes Finos
Se contrasta con acetato de uranilo y citrato de plomo

Observacion y fotografia al microscopio electrénico de transmision.

F. Microscopia Electrénica de Barrido

El microscopio electronico de barrido proporciona informacion morfolégica
muy precisa (Goldstein et al 1984). A continuacion se presentan detalles del

proceso para la observacion de las muestras vegetales.

Fragmentos de hoja de Agave tequilana se obtuvieron directamente del
campo para fijarse inmediatamente en solucion de glutaraldehido al 5 %,

diluido en amortiguador de fosfatos 0.2M., pH 7.2 por 6 horas a 4 °C.

En laboratorio:

Lavar en amortiguador de fosfatos, tres veces por cinco minutos, cada uno.
Deshidratacion en acetona:

1.- 30% 15 minutos 4.- 90% 30 minutos

2.-50% 30 minutos 5.-100% 30 minutos
3.- 70% 30 minutos 6.- 100% 30 minutos
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Deshidratacion final

Secador de punto critico marca Pelco, modelo CPD 020, Balzers Union.
Montaje en base de bronce empleando cinta de cobre de doble lado adhesivo
como substrato. Recubrir con una capa fina de oro de 15 nandémetros con un
tiempo de 240 segundos (tiempo que se requiere para cubrir la muestra
después de que la maquina alcanzé el vacio mediante el uso de gas argén) en
el recubridor (modelo SCD 040, Balzers Union) de capa fina Pelco, modelo.

SC-4.

El recubrimiento de capa fina de oro sirve para cubrir el material vegetal porque

€S muy poroso).

Al finalizar el recubrimiento con la capa de oro se puso en un contenedor donde
las muestras vegetales se encuentran al vacio, estado en que las muestras

deben permanecer.

Observar a voltajes menores de 10 Kv en el microscopio LEO 502.Para la
fotografia se empleo pelicula de 35 mm, PLUS X PAN de Kodak y se imprimio

en papel Kodak bromide F-3 de Kodak.
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G. Determinacion Quimica de Cristales
Determinacion de la composicidn quimica de cristales se realizé a traves de
una prueba con acido acético y acido nitrico (comunicacion personal Ph D. Mary

Ann Webb)

Materiales:
Acido Nitrico
Acido Clorhidrico

Acido. Acético

Acido. acético
[] = 98% 0 .98

M = P.M./ Valencia =
(gravedad especifica para ac. Acético 1.05) ([ ]) = resultado

El resultado para llevar a 1000 ml
57 ml de Ac. Acético / 1000ml
se hace una regla de tres simple

Acido nitrico
(tiene una Valencia= el numero de hidrégenos hace la valencia)

63.01g/l ( 1.41 gr/ ml a 20°= Densidad)

D= M/V

Se despeja volumen

V=M/D

V=63.01gr/l / 141qg.1l

V=44.68 ml = 44.7 ml de HNO3 / aforar a un litro

Cuando se trabaja con HNO3 primero se coloca un poco de agua y luego el
acido y se afora un litro. Cuando se hace este procedimiento se tiene la
solucién 1M = 1N

47 ml-1000 ml = 1M
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47 x 20/ 1000 = 0. 94 ml de HNO3 en 20 ml de agua

Se observan los cristales en el microscopio 6ptico, preferentemente bajo luz
polarizada. El oxalato de calcio no se debe disolver en agua o en acido acético,
aunque algunas veces si se disuelve, quizas se deba a las proteinas presentes
en los cristales. Sin embargo, el oxalato de calcio si se disuelve rapidamente
en acidos mas fuertes como el acido nitrico y el acido clorhidrico a una
concentracion de 1 M, si la efervescencia libera burbujas cuando este se
disuelve, la naturaleza quimica no sera de oxalato de calcio, pero

probablemente de carbonato de calcio.
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H. Concentracién de Valores de Estructuras Epidérmicas por Condicién de
Salud, Edad y Superficie Epidérmica Foliar en Plantas de Agave tequilana.

N o e o e
ESTRUCTURAS EPIDERVICAS ab ad ab ad ab ad ab ad
Papilas Estonéticas ( &rea, um?) 10 | 78 7 | 8 61 48 B >
Qrosor deautiola (um) 9 9 5 4 10 | 5+ 6 5 #
Células Epidérmicas ( &rea, um?) 66 3 0 | 4 5 2 | 17 | ™ >
Densided Cdluas Epdémicas wimeemasim?y | 1345 | 1656 | 1417 | 1341 | 1424 | 1245 | 1461 | 1689 | s
Qristales ( estilaides, &reg, pm?) 18 £ 0 31 48 <] 2 37 *
Conplgjo Estométioo ( &rea, um?) 1924 | 1581 | 100 | 1261 | 183 | 212 | 175 | 126 | ™
Células Anexas (&rea, ym?) 8 | 2 40 % | 4 ns
Cémera Supraestarmitica (&rea, ym?) il 2 13 | 2 &7 | 2 | =B 1 >
Tapindecera (&rea, ym’) » % 6 8 13 9 5 **
Céulas Qdusivas (&rea, 1m?) ¥ | 2| > 19 0 | 3| 88| 2 *
Cémera Stbestormtica (&rea, ym?) 56 | 40 | 151 | 53 | 5 | 1 | 260 | 16 | ™
Distanda Interestamética (um) 50 50 18 65 27 69 31 0 >
Densided Estoréica ( estaes/ nm?) % | 1o 78 1l 3] el & =
indioe Estométioo (%) 7 6 5 6 6 7 6 5 >
S - sigficarciaestadstion
S aeanon 05
il s v et




I. Clave de Siglas y Abreviaturas
ab — abaxial

ad — adaxial

ca — células acompanantes

cc - cera cuticular

ce - complejo estomatico

ci — cristal individual

co - células oclusivas

cr — cristal en roseta

Cs - camara subestomatica

cu — cuticula

de — densidad estomatica

dies — distancia interestomatica
ep — células epidérmicas

ie — indice estomatico

ns _ no significativo

oX — cuerpos de oxalato de calcio
pe — papilas estomaticas

se — significancia estadistica
Su — camara supraestomatica
tc — tapon de cera

um — micrometros

um2 — micrometros cuadrados
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ASAb - Adulto sano superficie abaxial
ASAd - Adulto sano superficie adaxial
JSADb - Joven sano superficie abaxial
JSAd - Joven sano superficie adaxial
AEADb - Adulto enfermo superficie abaxial
AEAd - Adulto enfermo superficie adaxial
JEab - Joven enfermo superficie ataxial

JEAd - Joven enfermo superficie adaxial

J. Glosario

Abaxial. (o ventral) referente a la superficie o lado mas alejado del eje principal
u orientado hacia la base; el envés.

Adaxial. (o dorsal) referente a la superficie o lado mas cercano a eje principal u
orientado hacia el apice; el haz.

Bulbifero.- que tiene o produce bulbos.

Camara subestomatica: Es un espacio intercelular subepidérmico mas o menos
amplio bajo las células oclusivas del estoma que favorece el almacenamiento e
intercambio de gases de las células del parénquima con el exterior.

Cavidad supraestomatica: Invaginacion de la epidermis inferior de las hojas de
algunas plantas xerofitas en la que se acumulan los estomas, junto a algunos
tricomas. Tienen la funcién de hacer mas lenta la difusion del vapor de agua
desde los estomas hacia la atmosfera.

Células anexas de las células oclusivas: Son células que forman parte del
aparato estomatico. Su numero y orientacion respecto de las células oclusivas
constituyen criterios de clasificacion de los estomas. Colaboran en la apertura y
cierre de los estomas exportando o importando iones K+ a las células oclusivas
cuandondo éstas se cargan de K+, su potencial osmoético se hace mas
negativo, con lo que absorben agua, se hinchan y se abre el ostiolo.

Célula epidérmica: que pertenece a la epidermis.
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Células oclusivas: Células estomaticas que definen un orificio llamado ostiolo.
Tienen la capacidad de hincharse y deshincharse intercambiando agua con
otras células epidérmicas anexas.

Cera epicuticular: Depdsitos de cera sobre la cuticula de hojas de plantas
adaptadas al medio arido (xerdfitas).

Cristal de oxalato de calcio: Acumulo cristalizado de esta molécula que puede
formar drusas, prismas o rafidios (Conjuntos de varillas) en el interior de los
idioblastos, células especializadas como acumulos de residuos metabdlicos que
aparecen sobre todo en parénquima y floema.

Cuticula: Secrecion organica de las células epidérmicas vegetales que tiene la
funcién de disminuir las perdidas no controladas de agua en los tejidos frescos.
.Esta compuesta a base de sustancias hidrofobicas como la cutina y las ceras.
A veces esta reforzada por el exterior con acumulaciones de cera pura a la que
se denomina cera epicuticular.

Ensiforme: en forma de espada, de margenes paralelos, con el apice agudo.

Epidermis: Tejido protector de las partes jovenes de la planta. .Sus células
suelen ser aplanadas y no dejan espacios intercelulares. La epidermis de las
zonas aéreas de la planta segregan una capa organica exterior llamada
cuticula. En las hojas suele presentarse una epidermis superior frecuentemente
cutinizada y con escasos estomas y una epidermis inferior a menudo menos
impermeable y con mayor densidad de estomas.

Espacio intercelular: Espacio que queda entre las células de cualquier
organismo pluricelular. Puede ser escaso o nulo si las uniones entre las células
son estrechas, o amplios si e requiere que circulen los gases con facilidad,
como ocurre en el parénquima esponjoso de las hojas.

Estomas: Estructuras epidérmicas encargadas de controlar la transpiracion en
los tejidos frescos de la planta. Consta de dos células oclusivas que delimitan
un orificio llamado ostiolo que se hace mayor cuando las células oclusivas
estan turgentes. Consta ademas de unas células anexas que rodean a las
anteriores y que participan en la fisiologia de la apertura y cierre del ostiolo.

Idioblasto: Célula especializada en el almacenamiento de sustancias de
desecho a menudo cristalizadas como las drusas de oxalato de calcio.

Monocarpico: Se refiere a plantas de duracion variable, que mueren después de
producir frutos.

Ostiolo: Orificio definido por las dos células oclusivas de un estoma.
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Oxalato calcico: Resto metabdlico de las células vegetales que frecuentemente
cristaliza.

Pifa” o “cabeza”. estructura anatomica que sostiene al conjunto de hojas
maduras, adquiere esa forma después de la eliminacion de las hojas en el
género Agave.

Protandricas, Flores con desarrollo y madurez de estambres antes que los
carpelos.

Xenobidtico: Término empleado para las sustancias hechas por el hombre, que
no ocurren naturalmente y que se encuentran en el medio ambiente, por
ejemplo; solventes de material sintético, plasticos, etc.

K. Anexo
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