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INTRODUCCION

El agave (Agave tequilana Weber) es utilizado como materia prima para la
industria del tequila; se consumen cerca de 800,000 toneladas al afio, siendo una
fuente de ingresos para 11,000 productores. En los ultimos afnos, la superficie del
cultivo ha aumentado considerablemente al pasar de 25,189 ha en 1990 a 66,283
ha en 1995, y para 1998 sélo en el estado de Jalisco habia 62,000 ha.

Una adecuada fertilizacion en agave tequilero con potasio y calcio
proporciona altos rendimientos, plantas mas sanas y pifias o cabezas con alto
contenido de azucares. Por otro lado, la nutricion balanceada con sodio en
especies del desierto se relacionan con una buena productividad. En algunas

especies el sodio puede reemplazar en cierto porcentaje al potasio.

Por otra, parte la aplicacion de inductores de resistencia constituye una
alternativa para el manejo de enfermedades. Dichos inductores pueden ser
compuestos de bajo peso molecular como el acido salicilico, o bien compuestos
de alto peso molecular como el quitosan. La resistencia sistémica inducida permite
la adaptacion de las plantas a diversos tipos de estrés incluyendo la presencia de

patdgenos.

En diferentes trabajos se ha sefialado que la aplicacion exdégena de
quitosan permite aumentar la transcripcion de los genes relacionados con la
patogénesis, disminuyendo la susceptibilidad al dafio del patégeno presente. Asi
mismo, en la mayoria de ellos no se reporta el efecto sobre la morfogénesis y

productividad de la planta.



El agave tequilero se encuentra actualmente sometido a grandes problemas
derivados al parecer de patdgenos que causan enormes peérdidas entre los
productores, ademas de esto existe una demanda insatisfecha de Agave
tequilana y a diferencia de otros cultivos requiere de 6 a 8 afos para su

maduracion.

Debido a que existe poca informacion acerca de la modificacion en la
fertilizacion de Agave tequilana y del efecto de la aplicacién externa de inductores
de resistencia, se pretende implementar una tecnologia econémica para el mejor
manejo de la nutricion y la fitosanidad, con impacto en la productividad y en el

tiempo de cosecha de la planta.

En particular la respuesta anatdmica ha sido poco estudiada. Este trabajo
se realizd para generar informacion acerca de la respuesta de la anatomia
epidérmica foliar y de los complejos vasculares de las hojas. Dicha informacion
sera integrada en un modelo actualmente en construccion que intenta agrupar
este tipo de adaptaciones morfolégicas en el conjunto de respuestas adaptativas

llevadas a cabo por la planta en un entorno particular.

OBJETIVOS

1. Determinar la respuesta de la densidad e indice estomatico en el haz y el envés
de las hojas de Agave tequilana Weber a dos soluciones nutritivas con diferente

balance Na/K 'y con aplicacién de inductores de resistencia.

2. Estudiar los cambios en la anatomia vascular de hojas bajo las condiciones

descritas en el parrafo anterior.



REVISION DE LITERATURA

Origen

El agave tequilero (Agave tequilana Weber) al parecer tiene su centro de
origen en México, debido a que en esta regidn se encuentra la mayor variabilidad
y numero de especies (SEPSA, 1999). El género Agave fue el principal elemento
en la dieta de los primeros mexicanos desde el afio 7,000 A. de C hasta el afo
1,500 A. de C., ademas de alimento los agaves les proporcionaban fibras, bebida,

abrigo y productos miscelaneos naturales (ITESM, 2000).

Clasificacion botanica

El agave tequilero pertenece al Reino Plantae, Division Angiospermae,
Clase Monocotiledoneae, Orden Liliales, Familia Agavaceae, Subfamilia
Agavoideae, Género Agave, Subgénero Euagave, Seccion Rigidae, Especie
tequilana Weber (Granados, 1993)

Caracteristicas morfoldégicas

El Agave tequilana Weber Azul es una planta suculenta de dimensiones
cercanas a 1.5 metros de alto por 1.5 metros de diametro. Sus necesidades de
agua son moderadas, y una vez que esta establecida en el campo requiere de
exposicidon plena al sol. Su reproduccion es por rizomas a partir del cuarto afio y
en su madurez emite un largo meristemo apical en forma de espiga, que al florear

y producir semillas, la planta muere (CRIT, 1997).



Presenta hojas color azul- verdoso o glaucas, delgadas y casi planas, de
1.25 m de largo y 8 a 10 cm de ancho; la espina terminal es de color rojo oscuro,
de 2 cm; los dientes son rojizos triangulares, de 3 a 4 mm y separados a una
distancia de 1 a 1.5 cm, el margen que los une es ligeramente blanquecino. El
tiempo que tarda en llegar al estado de madurez industrial es aproximadamente de
6 a 8 afos (Granados, 1993). Las flores son blanco amarillento, en forma de
panicula piramidal apareciendo en la extremidad del quiote. El fruto es una

capsula triangular con numerosas semillas (CRIT, 1997).

Investigacioén Fitosanitaria

En 1997 dio inicio el “programa general de apoyo y desarrollo tecnolégico a
la cadena productiva Agave tequilana”, con la firma del convenio entre CONACYT,
Gobierno del Estado de Jalisco y el Consejo Regulador del Tequila (CRT), y la
participacion de siete instituciones de investigacion: Universidad de Guadalajara
(U. de G.), Centro de Investigacion y Asistencia Tecnologica del Estado de Jalisco
(CIATEJ), Centro de Investigacion en Optica A. C. (CIO), Centro de Investigacion
en Matematicas (CIMAT), Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM);
CINVESTAV-Irapuato, Colegio de Postgraduados (CP); con tres lineas de
investigacion: fitopatologia, ecofisiologia y mejoramiento genético.

Investigadores de la U. de G., y del CP reportaron como agente causal de
la pudricion del tallo a los hongos Fusarium oxysporum y Thieliaviopsis paradoxa,

y de la pudricién del cogollo a las bacterias Erwinia carotovora y Pseudomonas sp.

El Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA) de
la U. de G. evalu6é en campo diferentes moléculas para el problema de pudricién
del cogollo, encontré buenos resultados al aplicar sulfato de cobre pentahidratado.
Asimismo el CRT, el CIATEJ, BASF México y BUCMAN LABORATORIES



realizaron un trabajo de laboratorio para corroborar la presencia de E. Carotovora

y F. oxysporum en hijuelos asintomaticos de Agave.

En cuanto a mejoramiento genético el CIATEJ cuenta con grandes
cantidades de embriones producto de mutagénesis, los cuales resistieron las
presiones de toxinas de algunos patdogenos, ademas desarroll6 investigaciones y
técnicas dirigidas a la propagacion “in vitro” para obtener gran cantidad de plantas

de agave resistentes o tolerantes a patogenos (Aguirre, 2000).

Aspectos relacionados con la nutricion

Importancia del sodio

El sodio no es un elemento esencial, pero se considera como un
micronutriente, pues existen evidencias de que el sodio es necesario para

numerosas especies del desierto, como Atriplex vesicaria (Salisbury, 1994).

Salisbury, (1994) menciona que el sodio es necesario para el
funcionamiento de las plantas con ciclo C4, en las cuales genera CO; y las células
de la vaina del haz para ser reducido a carbohidratos. Sobre esta base podria
decirse que el sodio es esencial para las especies C4 en especial cuando crecen
en concentraciones de CO; relativamente bajas como las que existen en el aire
normal. Pero si no se aplica sodio a las plantas en atmédsferas con
concentraciones altas de CO,, no se observa ninguna deficiencia, o si se aplica
sodio en atmdsferas con concentraciones altas de CO,, las plantas muestran poca
0 ninguna respuesta dado que el CO; penetra por difusidn en las células de la

vaina del haz.



Satti et al., (1996) mencionan que en bajas cantidades el sodio estimula el
crecimiento y desarrollo de las plantas, valores muy altos se relacionan

negativamente con la productividad y la calidad.

Importancia del potasio

Se considera un elemento esencial para las plantas, ya que tiene una
influencia directa sobre su metabolismo, de manera que su presencia resulta
determinante para continuar el ciclo biolégico y no puede ser reemplazado por otro
(Pérez et al., 1994).

El potasio es vital para la fotosintesis. Cuando existe deficiencia de K, la
fotosintesis se reduce y la respiracion de la planta se incrementa. Estas dos
condiciones (reduccion en la fotosintesis e incremento en la respiracion),
presentes cuando existe deficiencia de K, reducen la acumulacién de
carbohidratos, por ende disminucién en el crecimiento y produccion de la planta
(AGROPECT star, 2002).

El potasio es un mineral activador de enzimas que son necesarias para
sintetizar almidon y proteinas. También contribuye de manera importante al
potencial osmaético de las células y, por consiguiente a su presion de turgencia
(Salisbury, 1994).

El potasio es el principal responsable del transporte de los azucares que el
Agave tequilana Weber elabora en sus pencas para ser luego movilizados a la

pifia y ser almacenados ahi (Cruz 2002).

Ademas el K es importante en la descomposicién de los carbohidratos, un
proceso que provee de energia a la planta para su crecimiento, ayuda a controlar
el balance idnico, es importante en la translocacion de metales pesados como el

hierro (Fe), ayuda a la planta a resistir los ataques de plagas y enfermedades,



mejora la resistencia de la planta a las sequias y heladas; ademas esta
involucrado en la activacion de mas de 60 sistemas enzimaticos que regulan las

principales reacciones metabdlicas de la planta (AGROPECT star, 2002).

Manejo de la Fertilizacion

El agave es un cultivo capaz de adaptarse a suelos delgados poco
profundos, pedregosos e inapropiados para otros cultivos; sin embargo, no por ello
se debe creer que es una planta con bajo requerimiento de nutrientes. En suelos
con un alto contenido calcareo y un buen contenido de nutrientes, se alcanza una
buena calidad y un rendimiento alto. Suelos arenosos muy pobres pueden
proporcionar rendimientos remunerativos solo si se fertilizan con potasio y cal. La
extraccion total de nutrientes estimada que realiza la planta durante su periodo de
aprovechamiento de 6 afios y para una poblacion de 3200 plantas/ha es de: 284
kg de N, 108 kg de P,0s, 614 kg de K;0, 84 kg de Mg y 780 kg de Ca. La elevada
extraccidon de calcio implica el por qué esta planta rinde bien en suelos
especialmente calizos y con un pH de entre 7.0 a 8.0. Una deficiencia de calcio
puede causar sintomas posiblemente de virus (moteado de hoja), asi mismo la
pudricion del tallo esta asociado con la mala nutricion en base a calcio. La
adecuada fertilizacion potasica constituye una buena alternativa para lograr
plantas mas sanas, pifias 0 cabezas con mayor contenido de azucares y menor

dureza de sus fibras (Chirinos, 2000).

Laboratorios A & L de México (2000) basandose en numerosos analisis
foliares efectuados en Agave, han establecido los rangos normales que debe
presentar la planta cuando se encuentra bien nutrida y con un perfil 6ptimo de
rendimiento. El nivel de nutrientes foliar adecuado para un Agave de 5 a 6 afos de
edad es de: 1.50-3.50 % de N; 0.10-0.20 % de P; 1.80-3.00 % de K; 3.0-4.0 % de
Ca; 0.50-1.0 % de Mg; 0.10-0.25 % de S; 50-200 ppm de Fe; 30-100 ppm de Mn;
8-20 ppm de Cu; 15-50 ppm de Zn y de 20-80 ppm de B.



Inductores de resistencia

Acido salicilico (AS)

El acido salicilico es muy conocido gracias al extenso uso clinico de la
aspirina o acido acetilsalicilico. EI nombre de acido salicilico proviene de Salix, el
arbol cuyas hojas y corteza tradicionalmente se utilizaban como cura para el dolor
y la fiebre, y del cual Johann Buchner en 1828 aisl¢ la salicina. En 1874 se inicio
la produccion comercial de AS en Alemania, mientras que el nombre comercial de
aspirina, aplicado al acido acetilsalicilico fue propuesto en 1898 por la Bayer
Company (Raskin, 1992).

El acido salicilico se obtiene por medio del tratamiento de la sal de un fenol
con dioxido de carbono, que produce el reemplazamiento de un hidrégeno anular
por el grupo carboxilo, conociéndose esta reaccién con el nombre de Kolbe,

mediante la cual se obtiene el acido ortobenzéico o acido salicilico (Lopez, 1984).

Efectos del acido salicilico (AS)

Entre los principales efectos del acido salicilico en las plantas se encontré la
inhibicion de la germinacion o del crecimiento de la raiz y el coleoptilo (Saxena y
Rashid, 1980), lo que provoca cierre de estomas y reduccién de la transpiraciéon
(Larque-Saavedra, 1975), mantiene turgente los estomas y los pulvinolos (Saeedi
et al., 1984), altera la permeabilidad de los tilacoides (Bell, 1981), aumenta la vida
de anaquel en las flores cortadas probablemente por un efecto combinado de
inhibicion en la biosintesis del etileno y la celulasa en los tejidos (Ferrarese et al.,
1996) y de la acidificacidon del medio. Se sabe que el AS presenta propiedades de
retraso de la senescencia (Bourbouloux et al., 1998), es inductor de floracion vy
tuberizacion, asi como compuesto termogénico y alelopatico, entre otras (Raskin,
1992).



El acido salicilico aplicado de forma exdgena en concentraciéon de 102 a
10® M aumentd la biomasa de plantas de soya (Gutiérrez-Coronado et al., 1998),
y el rendimiento de trigo (Lépez et al., 1998). Ademas, se demostro su
importancia en las reacciones de defensa contra los patégenos (Malamy et al.,
1990; Métraux et al., 1990). Asimismo el AS se relaciona con la adaptacion de las
plantas a los ambientes extremos, y esto pudiera convertir a este compuesto y sus
derivados en herramientas para el manejo agrondomico del estrés (Benavides,
2002).

Acido salicilico y el control de patégenos

La aplicacion exégena de acido salicilico (AS) da lugar a una respuesta de
resistencia sistémica adquirida (RSA), por lo cual se dice que el AS funciona como
activador o inductor de este proceso. De hecho en el tabaco la aplicacion de AS o
de particulas del Virus del Mosaico del Tabaco (VMT), da lugar a la induccion de

practicamente las mismas proteinas de defensa (Kang et al., 1998).

Un nuevo enfoque en el control y prevencion de enfermedades es el uso de
compuestos activadores de la RSA, tales como el AS, sus derivados y sus
analogos funcionales. Estos activadores o inductores no tienen un efecto directo
sobre el patdgeno, protegen a la planta desencadenando las cascadas de sefales
que activan la RSA, actuando asi de forma diferente a los agroquimicos
convencionales (Gorlach et al., 1996; Stichter et al., 1997; Sakamoto et al., 1999;
Gullino et al., 2000).



Poliacido acrilico (PAA)

El poliacido acrilico (PAA) y sus copolimeros han recibido recientemente un
intenso interés porque son muy usados como agentes espesantes para latex y
adhesivos, asi como ingredientes para la formulaciéon de productos farmacéuticos,
cosméticos, recubrimientos y en quimicos para la agricultura. Entre las
propiedades de interés del PAA se encuentran el comportamiento especial de la
viscosidad en soluciones. Muchos investigadores han estudiado extensamente los
cambios conformacionales y los enlaces de hidrogeno de las cadenas
macromoleculares que son responsables de los cambios de pH, fuerza idnica,
temperatura y a la fuerza de corte. Los enlaces de hidrogeno en el PAA juegan un
papel importante en las propiedades que exhibe éste. En un estudio reciente de
espectroscopia Raman del PAA y sus analogos monoméricos indican que la
disociacion de los grupos COOH en especies libres es mas desfavorable para el
PAA que para compuestos modelo de unidades repetitivas de éste. A fin de
explicar esta diferencia, los investigadores proponen que algunos enlaces de
hidrogeno cooperativos podrian existir en soluciones acuosas de PAA (Dong,
1997).

Quitosan

El quitosan (poli-D-glucosamina) es un polisacarido de cadena lineal y se
obtiene mediante la desacetilacion extensiva de la quitina, un homopolimero
presente en los caparazones de crustaceos, moluscos, en las cuticulas de los
insectos y como constituyente de las paredes celulares de muchos hongos
(Rathke et al., 1994.). Es un polimero catidnico de alto peso molecular, soluble en
acidos organicos (Miranda et al., 2002) biocompatible, biodegradable, de baja
toxicidad (Cardenas et al., 2002) y puede utilizarse como agente antifungico o bien

como inductor de respuesta de defensa de las plantas (Shigemasa, 1995).



El quitosan es soluble en disoluciones de acidos organicos, insoluble en
solventes organicos, es soluble en soluciones de acido clorhidrico y nitrico en
concentraciones entre 0.15 a 1.1%, pero insoluble a concentraciones del 10%. Es
insoluble en acido sulfurico y ligeramente soluble en acido ortofosforico al 0.5%. El
mejor solvente para el quitosan es el acido féormico, en el que se obtienen

soluciones en concentraciones de 0.2 al 100% (Shirai et al., 1996).

Los grupos amino libres del quitosan le confieren propiedades importantes
como polielectrolito lineal con alta densidad de carga, es un excelente floculante,
se adhiere a superficies cargadas negativamente, aditivo para el cabello y la piel,
quelante de iones metalicos (fierro, cobre), de metales toxicos (cadmio, mercurio,

plomo, cromo y niquel) y de radionuclidos (plutonio, uranio) (Mikheikin et al., 1997)

Cardenas et al.,, (2002) utilizaron quitosan para el encapsulamiento de
pesticidas, logrando obtener biocidas con 1-2% de ingrediente activo en las
microesferas, con esto eliminaron el uso de grandes cantidades de pesticidas, el
efecto de la dilucién por lluvia y el riesgo de contaminacion de las capas

subterraneas del suelo.

Karasuda et al., (2002) asperjaron quitinasa sobre un cultivo de fresa, una

semana después de que se aplico, logro controlar el mildiu Sphaerotheca humuli.

Salvador et al., (1999) recubrieron aguacate Hass con quitosan y lograron
conservar el fruto en buen estado hasta por 6 meses, logrando ademas inhibir el
crecimiento de los microorganismos que causan la antracnosis y la pudricion del

pedunculo.



El quitosan se utilizé para el tratamiento de semillas como un agente
antifangico y como un inductor de genes que ayudan a la planta a la resistencia
contra enfermedades. Otro de sus usos es como nematicida, la quitina estimula el
crecimiento de los microorganismos y las enzimas en el suelo. Las enzimas
destruyen los huevos de nematodos que atacan el algodon, hortalizas, arboles

frutales y citricos (Meron Biopolymers, 1997).

Hadwiger et al. (1984) e Hidalgo et al. (1996) comprobaron que el quitosan

induce una mayor germinacion y rendimiento de los cultivos de cereal y tomate.

Complejos interpolielectroliticos no-estequiométricos

Los complejos interpolielectroliticos no-estequiométricos (CPEN) son el
producto de las interacciones entre las macromoléculas de cargas opuestas. Estas
interacciones idnicas son de una naturaleza cooperativa distinta que es la
responsable de la estabilidad relativamente alta de los CPEN con respecto a su
disociacion en los polielectrolitos que lo constituyen. Es conocido que la
estabilidad de los CPEN depende drasticamente de la concentracion de las sales
de bajo peso molecular en el sistema. La union de las macromoléculas de cargas
opuestas conduce a la liberacion correspondiente de los iones pequeios que
fueron previamente asociados a los poliiones. Por consiguiente, el equilibrio es
favorecido hacia la disociacion del CPEN a concentraciones altas de sal, pero a
favor de la formacién del CPEN a concentraciones bajas de sal. Los CPEN son
compuestos macromoleculares amfifilicos, ya que contienen sitios hidrofobicos e
hidrofilicos. Los sitios formados por la union de las contrapartes poliidnicas son lo
bastante hidrofébicos por el apantallamiento mutuo de las cargas de los poliiones.
Los sitios hidrofilicos son las unidades del polielectrolito que no estan involucradas
en las interacciones idnicas entre las macromoléculas de cargas opuestas
(Pergushov, 1996).



Estructura Anatomica e Histologica de la planta

Los componentes morfofisiolégicos que regulan en parte la transpiracion de
las plantas se encuentran en las hojas. Los elementos principales de las hojas
son la epidermis y la cuticula. La primera es la envoltura de una sola capa de
células que regula el movimiento de agua y gases a través de la superficie de la
hoja. En la parte inferior de la epidermis se encuentran, generalmente, numerosos
estomas que regulan tanto la pérdida de agua en forma de vapor como la entrada

de CO; para la fotosintesis.

La cuticula se encuentra sobre la epidermis; una delgada capa de cera
secretada por la misma epidermis, que ayuda a proteger a la planta de la

deshidratacion y a algunos patégenos. (Lira, 1994).

El mesdfilo, o parte media de la hoja, es el sistema fundamental de la
misma. Se pueden reconocer dos componentes principales del mesoéfilo: el
parénquima en empalizada y el parénquima esponjoso. El primero consiste de
células en una pared delgada, de forma cilindrica y alargada con numerosos
cloroplastos; por lo tanto, éste es, principalmente, el tejido fotosintético de la hoja.
El parénquima en empalizada esta formado de células empaquetadas, unidas
unas con otras, con espacios muy pequefios de aire entre ellas. Las células de
pared delgada que forman el parénquima esponjoso son de forma muy irregular y
se ubican desordenadamente en el interior de la hoja, formando grandes paquetes
de aire que crean una continuidad gaseosa en el interior del mesdfilo. Es aqui

donde ocurre el intercambio de CO, y O,. (Lira, 1994).

Atravesando el mesdfilo de la hoja se encuentran los tejidos conductores de
agua y nutrientes, formados por venas muy notorias que, en parte, constituyen el
xilema y el floema de la planta. Cada vena esta rodeada de tejido parenquimatoso,

el cual forma un manojo de células a su alrededor.



Las monocotiledéneas tienen mas o menos la misma cantidad de estomas
en el haz (superficie adaxial) y en el envés de las hojas (superficie abaxial) y en

las cuales las células son elongadas (Lira, 1994).

La apertura de los estomas se debe a que las células guarda se hinchan
cuando entra agua a su interior. Puede suponerse que, cuando estas células se
hinchan, el estoma se cerrara en lugar de abrirse; sin embargo, los estomas
funcionan al revés, debido a la anatomia de sus paredes celulares. Las
microfibrillas de celulosa que forman la pared celular se encuentran alrededor de
la circunferencia de las células guarda; su orientacion es radial, desde el exterior
de la célula centro del estoma. Este arreglo de las microfibrillas se denomina
micelacion radial. Cuando la célula guarda se expande como consecuencia de la
absorcion del agua, no se incrementa mucho en diametro, pero si se alarga; por lo
tanto, la célula guarda forma una curvatura parcial debido a su unién con una

companera en ambos extremos. (Lira, 1994).

Estructura de las hojas

En muchas hojas las estructuras de sostén no estan tan desarrolladas como
en el tallo, y gran parte de la robustez de tales hojas depende de la disposicién de
las células y tejidos. Las hojas de las monocotiledoneas forman relativamente
gran cantidad de esclerénquima, en forma de fibras, en asociacién con los haces
vasculares. La epidermis puede tener células largas de membrana gruesa,
situadas por encima de los cordones del esclerénquima, de forma que todo éste a
que se refiere y los haces vasculares forman a manera de vigas que atraviesan el

espesor del limbo.

La epidermis ofrece considerable sostén debido a su disposicion compacta
y a sus membranas relativamente gruesas impregnadas de cutina y con una fuerte

cuticula dispuesta encima de la superficie externa (Esau, 1976).



Sistema vascular

La disposicién de los haces vasculares, esto es, la venacion, imprime una
apariencia caracteristica de las hojas. En las monocotiledéneas, los haces
longitudinales pueden ser casi del mismo grosor o presentar tamafnos distintos,
alternando las venas mas grandes con las mas pequefias. Los haces mas
grandes contienen xilema y floema en cantidad comparable a la de los haces del

peciolo o de la traza foliar (Esau, 1976).

Cuando la transpiracion aumenta, la demanda de un suministro mayor de
agua hacia las hojas se transmite a las raices mediante un descenso en el
potencial hidrico de la savia del xilema, lo cual causa un aumento en la absorcion.
A la inversa, cuando la absorcion de agua se reduce, la informacion llega
rapidamente a las hojas en forma de un descenso del potencial hidrico de la savia
del xilema, que causa una pérdida de turgencia en las células guarda y
consecuentemente los estomas se cierran. Esto tiene por resultado un descenso
de compensacion en la pérdida de agua por transpiracién. En conjunto, el sistema
o tejido conductivo continuo de las plantas funciona con bastante eficacia para
transportar agua, nutrientes y los fotosintatos elaborados en las plantas (Lira,
1994).

Xilema. EIl xilema es el principal tejido conductor de agua y sirve también
como tejido de sostén. La conduccidon de agua es en direccion acropeta. El xilema
es un tejido complejo constituido por varios tipos de células: elementos

traqueales, fibras y parénquima (Esau, 1972).

Floema. El floema es el principal tejido conductor de material alimenticio,
efectuandose la conduccion en direcciones basipeta o acropeta. Al igual que el
xilema, el floema es un tejido complejo constituido por diferentes elementos, sin
embargo con el floema no tiene gran valor comercial (a excepcion de las fibras

comerciales), son menos detallados los estudios hechos sobre lo elementos del



floema. El floema consta de elementos cribosos, células acompanantes, fibras,

esclereidas y células parenquimatosas (Esau, 1972).

Estomas

Los estomas son aperturas en la epidermis rodeadas por dos células
oclusivas y la abertura situada entre ellas. Mediante cambios de forma, las células
oclusivas controlan el tamafno de la apertura. Esta apertura conduce al interior de
un amplio espacio intercelular llamado camara subestomatica, que continua con

los espacios intercelulares del mesofilo.

En muchas plantas, dos 6 mas células adyacentes a las oclusivas parecen
estar asociadas funcionalmente a ellas y se distinguen por su morfologia de otras
células epidérmicas, se les llama Células anexas o adjuntas. Las células
oclusivas son generalmente de forma arrinonada vistas de frente y engrosamiento

de la membrana en los bordes superior e inferior.

Los estomas son muy frecuentes en las partes verdes aéreas de las
plantas, particularmente en las hojas. En las hojas verdes se presentan en una o
ambas caras de la hoja, pero principalmente sobre la superficie abaxial (Esau,
1976).

Volkens (1887) observo que en algunas plantas desérticas los estomas de
los érganos fotosintéticos estan cerrados permanentemente durante la estacion
estival. El cierre es originado algunas veces por el engrosamiento adicional y
cutinizacion de las paredes de las células estomaticas, otras por un bloqueo

resinoso de los estomas hundidos y otras por capas de cera que los taponan.



En las hojas el agua no es conducida sélo por las venas y extensiones de la
vaina del haz, sino también por las células del mesdfilo y la epidermis. El
transporte de agua hacia la epidermis es mucho mayor a través del tejido en

empalizada que a través del parénquima esponjoso. (Fahn, 1978).

Densidad estomatica

La frecuencia o densidad estomatica, que es el numero de estomas por
unidad de area (mm?), presenta una gran componente de variacién ambiental, por
lo que puede diferir entre plantas de la misma especie, entre hojas de la misma

planta y entre sectores de una misma hoja (Esau, 1972).

Efecto de los factores ambientales sobre los estomas

Los estomas de la mayoria de las plantas se abren al amanecer y se cierran
al anochecer, permitiendo la entrada de CO, durante el dia para el proceso
fotosintético. Los estomas se abren completamente en aproximadamente una
hora, mientras que se cierran gradualmente en el transcurso de la tarde. Los
estomas se cierran mas rapidamente si las plantas se ponen directamente en la
oscuridad. Ciertas plantas suculentas, nativas de ambientes aridos y secos
(cactus), actuan de una manera opuesta: abren sus estomas en la noche, fijan
dioxido de carbono en acidos organicos en la oscuridad y cierran sus estomas
durante el dia. Esta manera de absorber CO, a través de los estomas abiertos
durante la noche y conservar agua es muy adecuada , debido a la poca o nula

transpiracion durante el dia. (Lira, 1994).

La densidad luminica influye no solo en la velocidad de apertura de los

estomas, sino también en la abertura total del poro.



Las bajas concentraciones de CO; causan que los estomas se abran; por lo
tanto, la remocion de CO, de las células del parénquima y el mesdfilo durante la
fotosintesis es la principal razon de que los estomas de la mayoria de las especies
se abran con la luz. Por otro lado, las plantas suculentas fijan CO, durante la
noche y esto también causa la apertura estomatica. Si se aplica CO, en hojas de
plantas que no sean suculentas, sus estomas se abren ampliamente, incluso de
noche. Contrariamente, las concentraciones muy altas de CO, provocan el cierre

de los estomas durante el dia y la noche (Lira, 1994).

El potencial total de agua en el tejido de las hojas también ejerce un
poderoso control sobre la apertura y cierre de los estomas. A medida que el
potencial hidrico decrece (y se incrementa la tension hidrica), el estoma se cierra.
Este efecto predomina sobre los niveles bajos de CO, o sobre la luz brillante; es

de gran valor para las plantas pues los protege de la sequia.

Las altas temperaturas generalmente promueven el cierre estomatico; esto
puede deberse a la tensidon hidrica o al incremento en la respiracion, que tiende a
aumentar la concentracion de CO; en el interior de la hoja. Sin embargo, en
algunas plantas adaptadas al desierto las temperaturas altas causan que los

estomas se abran en lugar de cerrarse.

Los vientos fuertes incrementan la transpiracion, que promueve pérdidas de
agua por las hojas y que los estomas tiendan a cerrarse. Por el contrario, las

brisas suaves causan una mayor apertura de los estomas. (Lira, 1994).



MATERIALES Y METODOS

Localizacion Geografica del sitio experimental

El presente trabajo se realizd en un invernadero del Departamento de
Horticultura de la Universidad Autdbnoma Agraria “Antonio Narro” (UAAAN), en
Buenavista Saltillo, Coahuila, México; localizada entre los paralelos 25°22’ de
latitud norte y los meridianos 101°103’ de longitud oeste y a una altura de 1743

msnm.

Material biolégico

Se utilizaron 80 plantas de Agave tequilana Weber obtenidas en forma de

hijuelos de primera generacion.

Materiales

Se utilizaron macetas plasticas con peat moss como sustrato. Como

fertilizantes se aplicaron dos soluciones nutritivas con diferente balance

sodio/potasio de acuerdo con lo descrito por Douglas (1976). Asi mismo, se

utilizaron cinco inductores de resistencia descritos mas adelante.



Soluciones nutritivas

Cuadro 1. Composicion y concentraciéon de la solucion Douglas 6

Testigo (Solucién A).

Compuesto Dosis (g /100 Lts de agua)
Ca(NO0s),- 4H,0 17.5
MgSOQO,-7H,0 25
KNO; 12.5
CaS0,-2H,0 10.0
CuS045H,0 0.005
H;BO; 0.025
Fea(S04)3-H20 0.1
MnSQO,4-H,0 0.025
H,Mo,-H,0O 0.00005
ZnS047H,0 0.025
NaH,PO4-H,0 25

Balance sodio/ potasio de 0.09

Cuadro 2. Composicion y concentracién de la solucion Douglas +

(Solucién B).
Compuesto Dosis (g/100 Lts de agua)
Ca(NO0s), -4H,0 10.0
MgSO, -7H,0 25
KNO3 10.0
NaNO; 7.5
CaS042H,0 11.5
CuS045H,0 0.005
H;BO; 0.025
Fex(S04);-H20 0.1
MnSO4H,0 0.025
H, Mo4-H,0 0.00005
ZnS0O47H,0 0.025
NaH,PO4-H,0O 25

Balance sodio / potasio de 0.63

Na



Inductores de resistencia:
Agua (testigo).

Acido salicilico. AS grado reactivo (Marca ALQUIME) proporcionado por el
Laboratorio del Departamento de Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria

“Antonio Narro”.

Poliacido acrilico (PAA). (Figura 1). Polimero sintetizado en solucién en el
Centro de Investigacidon en Quimica Aplicada (CIQA), con un peso molecular
viscosimétrico (Mv) de 212,000 determinado por viscosimetria usando como

solvente el 1,4-dioxano a 30°C en un viscosimetro Ubbelohde.

TCHz— (|:H
COOH |

Figura 1.- Estructura quimica del poliacido acrilico (PAA)

Quitosan. (Figura 2). Polisacarido natural marca CarboMer, obtenido a partir del
caparazon de los cangrejos. Peso molecular promedio de 650,000 determinado en
el CIQA por viscosimetria usando una mezcla de solventes: acido acético 0.2M/

acetato de sodio 0.1M a una temperatura de 30°C.
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Figura 2. Estructura quimica del quitosan.



Complejo de poliacido acrilico y quitosan. (Figura 3). EI complejo (PAA — Q)
fue preparado en el CIQA con una composicion de 0.3, pH de 7.4 en agua al 1%.
Para su aplicacion en las plantas ademas se agregé KNOj; para ayudar a la

formacion del complejo.

NH;" CI HOOC NH;" "O0C
NH;" CI HOOC <+— NH;" "O0C
+ + nH".nCI
NH;" CI HOOC NH;" "O0C
NHs* CI HOOC NH;* "0O0C
Quitosan Poliacido acrilico Complejo
Sales

Figura 3. Estructura quimica del complejo de poliacido acrilico y quitosan.

El espectro de infrarrojo (Figura 4) para caracterizar el complejo (PAA — Q)
muestra las sefiales caracteristicas del polianién (PAA) a 1400 cm™ y 1550cm™
para el carboxilato (-COO") y para el policatién (Quitosan) a 2500 cm™ y 3000 cm’

el grupo amonio (-NHz*).
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Figura 4. Espectro de infrarrojo del Complejo PAA-Quitosan.

Diseino experimental

Para esta investigacion se utilizé un disefio completamente al azar, usando
dos soluciones nutritivas: Douglas y Douglas enriquecida con sodio (Cuadro 1y 2),
5 tratamientos con inductores de resistencia y 8 repeticiones por tratamiento, cada
planta representaba una repeticion. Los datos fueron analizados con analisis de

varianza y prueba de medias de Tukey (P < 0.05) utilizando el Programa Statistica.

Establecimiento del experimento

El area total ocupada para este experimento fue de 27 m?. La ubicacién de

los tratamientos se encuentra en la siguiente figura:

> N

SOLUCION A SOLUCION B
Tratamiento | Repeticiones Tratamiento | Repeticiones

12|34/ 5(6 (7|8 1/2 |3 |4 |5 (6 |7 |8
4 XXX [X[|X|X[X|X]|1 XXX [X |X|X|X (X
2 XXX |X[X|X[X|X|3 XX |X|X X [X|X|X
5 XX |X|X|X|X|X|X|4 XX [X|X X [X|X|X
1 XXX |X[X|X[X|X]|2 XXX [X |X|X|X (X
3 X[ XXX |X|X|[X|X|5 XX |X|X X [X|X|X

Figura 5. Croquis de ubicacion de tratamientos

Trasplante

El trasplante se realizd el 10 de febrero del 2002 en macetas de 10 kg,
haciéndose la induccion del enraizamiento con raizal. Las macetas se colocaron a

una distancia de 0.9 m entre hileras y de 0.3 m entre plantas. El 6 de octubre se




modifico la distancia a 1 m entre lineas y 0.4 m entre plantas, incrementandose el

area ocupada a 32 m2.

Riegos

El primer riego de trasplante fue el dia 10 de febrero del 2002 con agua
corriente y se aplico 1 litro por planta. A partir del 21 de abril del 2002 y hasta el 10
de mayo del 2003 se aplicaron las soluciones nutritivas via riego, aplicando 1 litro
de solucién / planta dos veces por semana.

Las aplicaciones se interrumpieron en dos ocasiones: la primera del 29 de
noviembre del 2002 al 16 de enero del 2003 y la segunda del 15 de febrero al 15
de marzo del mismo ano. Se utilizd un tonel de 200 litros para preparar cada

solucion.

Aplicacion de los inductores de resistencia

Se hicieron 5 tratamientos de los cuales se usaron 4 inductores de
resistencia que se aplicaron mediante aspersién foliar cada 15 dias, a partir del 21
de abril del 2002 y hasta el 10 de mayo del 2003. Las aplicaciones se
suspendieron en dos ocasiones: la primera del 29 de noviembre del 2002 al 16 de
enero del 2003 y la segunda del 15 de febrero al 15 de marzo del mismo ano. Las

concentraciones de uso para cada tratamiento fueron las siguientes:

1.- Agua 160 ml / 8 plantas.

2.- Acido salicilico 10*M (0.038 g / litro) 160 ml / 8 plantas.
3.- Complejo PAA—Quitosan al 1%, 160 ml / 8 plantas.

4.- Poliacido acrilico al 0.05%, 160 ml / 8 plantas.

5.- Quitosan al 0.05% en acido acético al 1%, 160 ml / 8 plantas.



Control fitosanitario

El siguiente cuadro muestra las diferentes plagas y enfermedades que se

presentaron durante el periodo del experimento, asi como su control.

Cuadro 3.- Calendario de aplicacién de los pesticidas para el control de plagas y

enfermedades.
Plagas y | Control Fecha de aplicacion Dosis
enfermedades
Cochinilla rosada | Temik 9/ junio / 2002 3g /planta
(Macconellicoccus | granulado 27/ noviembre / 2003
hirsutus)
Pudricion Cupertron 9 / septiembre / 2002 6ml /1.5 Lts de
posiblemente agua
causado por: Fungimycin 10 / septiembre / 2002 3 g /1.5 Lts de
E. carotovora y agricola 5% |16/ enero /2003 agua.
Fusarium sp 12 / abril / 2003

Para el control de las malezas se coloc6 acolchado plastico de color negro
bajo las macetas para evitar que éstas emergieran. Las malezas que salieron en

cada maceta se eliminaron manualmente.

Toma de muestras y Descripcion

La toma de muestras se realizé en mayo de 2002, octubre de 2002 y en
mayo de 2003, eligiéndose 3 plantas al azar por cada tratamiento haciéndose un
total de 30 plantas. En cada planta se tomaron impresiones foliares en el haz y en
el envés de la hoja mas juvenil totalmente expandida (hojas con orientacién al

oriente) utilizando la técnica de poliestireno-xilol (R. K. Maiti, comunicacion



personal). Para ello, en una caja petri se disolvié poliestireno en una pequefia
cantidad de xilol hasta alcanzar la consistencia de aceite para cocinar. El
poliestireno en forma liquida se aplica sobre la superficie foliar y se deja secar. La
muestra es extraida con un trozo de cinta adhesiva transparente, la cual se
adhiere posteriormente sobre un portaobjetos de vidrio el cual se observa al
microscopio. En cada impresion foliar se realizaron conteos de estomas y células

tabloides en 4 campos del microscopio elegidos al azar.

Tratamiento de muestras para microscopia.

Para realizar este trabajo, las muestras se tomaron en octubre de 2003. Los
cortes y los analisis histologicos se realizaron en el Laboratorio de Citogenética
ubicado en el Departamento de Fitomejoramiento de la UAAAN ; los principales
materiales utilizados fueron : un micrétomo de mano “820” Spencer, American
Optical, microscopio compuesto Carl Zeiss de fotografia, estufa GCA Precision

Scientific THELCO modelo 18 para el control de temperatura.

Procedimiento

Para el trabajo de microtomia se realizaron cortes transversales de la hoja

mas juvenil totalmente expandida con orientacién al oriente.

Fijacion

Las muestras se colocaron en fijador inmediatamente después de su
colecta en el sitio experimental, se clasificaron por tratamiento y se conservaron a

temperatura ambiente hasta que se inicio el trabajo de laboratorio.



El efecto del fijador es conservar los tejidos con un minimo de alteraciones.
Se utilizaron frascos de 250 ml que contenian el fijador FAA ( acido acético glacial
5 cm?®, alcohol al 70 %, 90 cm®, formaldehido 36.40 %, 5 cm?®).

Deshidratacion

Consiste en quitar el agua de los tejidos fijjados y endurecidos. El
procedimiento  consisti6 en pasar los cortes por diferentes soluciones
deshidratantes, de mayor a menor concentracion. Las soluciones fueron de
alcohol etilico, al 50 %, 60 %, 70%, 85%, 96 % mas eosina, alcohol 96°, siguiendo
con alcohol etilico absoluto |, alcohol absoluto II, alcohol absoluto mas xilol a
diferentes proporciones (3:1, 1:1, 1:3). Todo esto se realizd con intervalos de dos

horas.

Infiltracion e Inclusion

Los cortes se colocaron en frascos con xilol puro, se agregd parafinay se
metieron en la estufa a 35°C por 24 horas, después de este tiempo se les agregd
mas parafina y se elevd la temperatura de la estufa a 45°C, después se hizo el
cambio a parafina pura, luego la temperatura se elevé a 55°C por 24 horas ; en el
ultimo paso de la infiltracién se agregé mas parafina y se elevé la temperatura a
60°C por 24 horas.

Se utilizaron moldes de aluminio, se vacio parafina en éstos y con la ayuda
de una aguja de diseccion se extrajeron los cortes de los frascos y se pusieron
en los moldes, colocandose un tratamiento por molde. Cuando la parafina estaba
casi solida, se colocaron las etiquetas hechas de cartoncillo especificando el

tratamiento y se dejaron a temperatura ambiente a solidificar.



Corte en Micréotomo

Posteriormente se montd la muestra sobre una platina previamente
calentada para fijar la muestra, se le hicieron cortes a la muestra para quitar el
exceso de parafina. La platina con la muestra se colocd en el micrétomo,
nivelando y orientando la muestra hacia la cuchilla previamente limpia. La escala
del microtomo se gradu6 a 10 micras y dando vuelta a la manivela se sacé una
tira larga de muestras de tejido con parafina de los cortes transversales con 10

micras de grosor.

Fijacion de los Cortes en los Portaobjetos

Sobre un portaobjetos limpio se unté uniformemente adhesivo de Haupt (1 g
de gelatina, 15 cm® de glicerina, 2 g de metabisulfito de sodio por cada 100 cm de
agua destilada). Con un gotero se aplicd una gota de formalina y se coloco
encima una tira de parafina con 2 6 3 cortes de muestra dependiendo del
tamafio del tejido, enseguida se retird el adhesivo de los lados de la muestra con
un trapo limpio, luego se calenté suavemente la preparacion pasandola sobre la
flama de un mechero de alcohol, con el objeto de que los cortes se extendieran y
se fijaran bien al portaobjetos; esto se realiz6 con mucho cuidado para evitar que
la parafina se derritiera y el tejido se deshiciera. Las preparaciones duraron
una semana para que quedaran bien fijadas, enseguida se les puso la

identificacién con un plumon en un extremo del portaobjetos.

Coloracion

Se prepararon una serie de reactivos en frascos Coplin con una capacidad
para ocho portaobjetos cada uno. Se colocaron las preparaciones de manera

que el tejido quedara hacia la derecha, esto para identificar la muestra, ya que al



meterla al alcohol y al estar todas orientadas al mismo lado, al momento de

tomarlas con las pinzas no se maltrata al tejido de la preparacion siguiente.

Con las pinzas, las preparaciones se pasaron por los primeros tres
frascos que contenian xilol puro I, xilol puro Il, xilol puro Il (que se utiliza para
quitar la parafina que lleva la muestra) por un tiempo de 10 minutos en cada uno ;
posteriormente se cambiaron a frascos con alcohol etilico absoluto a 96 %, 85 %,
70 %, 60 % y 50 % por 5 minutos en cada frasco. Después de enjuagarlas en
agua destilada, se pasan a una solucion colorante de safranina (1 g de safranina
en 100 cm® de agua destilada), donde duran un tiempo minimo de 3 horas y
maximo de 24 horas; posteriormente se les dieron una serie de lavados con agua
normal, agua destilada, alcohol etilico al 50 %, alcohol etilico 60 %, alcohol etilico
70 %, alcohol etilico 85 %, alcohol etilico 96 %. Enseguida las preparaciones se
pasaron a una solucién colorante verde rapido (0.5 verde rapido en 100 cm® de
alcohol 96°) por un tiempo de 5 segundos, se pasaron a los enjuagues de alcohol
etilico 96°, alcohol absoluto I, alcohol absoluto Il, y se pasaron a xilol puro [, xilol
puro Il, xilol puro Il por 10 minutos en cada uno de los frascos (para completar el
proceso de deshidratacion). Después de sacar las muestras del ultimo frasco se
escurrieron y se llevd a cabo el proceso del montaje colocandole a las
preparaciones unas gotas de resina, tratando de poner las gotas sobre los cortes
y colocandoles el cubreobjetos; se quitaron los excesos de las gotas con una
toalla de papel, se dejaron secando en las gradillas por una semana

aproximadamente.

Selecciéon de Muestras para Fotografia

Las preparaciones montadas y secas, se observaron en el microscopio para
seleccionar los campos que se deseaba fotografiar en el microscopio 6ptico, para

esto se observd que no estuvieran rotos los tejidos, ni los bordes doblados o



danados en exceso, que no estuvieran sobre coloreados y que se pudieran
observar los tejidos de interés. Una vez seleccionadas las muestras se marcaron

y se llevaron al proceso siguiente.

Microfotografia

A los tejidos seleccionados se les tom6 microfotografias a dos aumentos,

200x y 50x. Por ultimo se realizaron las comparaciones de las fotografias.



Variables evaluadas

Caracteristicas epidérmicas

Densidad estomatica en el hazy en el envés de la hoja

Para medir esta variable se hizo un conteo del numero de estomas por

unidad de area (mm?) en el haz y en el envés de la hoja.

Densidad celular en el haz y en el envés de la hoja

Es el numero de células tabloides por unidad de area en el haz y en el

enveés de la hoja.

indice estomatico en el haz y en el envés de la hoja

Se refiere al numero de estomas por cada célula tabloide. Para esta
variable también se realiz6 un conteo de estomas y células tabloides colocando

las laminillas en un microscopio compuesto.

Anatomia de hojas

Es el analisis y comparacion cualitativa de la estructura microscopica de los

tejidos.



RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas Epidérmicas

Densidad celular en el envés

Para esta variable (Cuadro 4) se observa que la densidad de las células
tabloides en el envés es diferente en cada uno de los muestreos, ya que
presentan diferencias altamente significativas. En el muestreo 2 se tuvo el mayor
numero de células tabloides, seguido del muestreo 1 y después del muestreo 3, lo
cual puede deberse por las condiciones que se presentaron dentro del invernadero

y que influyeron en esta variable.

En cuanto a las soluciones A y B, los resultados mostraron diferencias
altamente significativas entre ellas en los tres muestreos, ya que con el

tratamiento B se tuvo el mayor numero de células que en el A.

Entre los tratamientos, no se presentaron diferencias significativas, aunque
el complejo PAA-Q fue el que presento el valor mas alto en relacion con los demas
tratamientos, tal vez porque influye en la formacién de células en el envés de la

hoja. ElI AS presento el valor mas bajo.



Cuadro 4. Comparacion de medias de la variable densidad celular en el envés con

respecto a muestreo, solucion y tratamiento.

FACTOR DENSIDAD CELULAR
EN EL ENVES

MUESTREOS

1 1957.28 b

2 2084.28 a

3 1857.11 ¢

SOLUCION

A 1915.83 b

B 2016.62 a

TRATAMIENTOS

Testigo 1983.34 a

AS 1910.89 a

PAA 1947.27 a

Q 1988.44 a

PAA-Q 2001.18 a

Densidad celular en el haz

En esta variable (Cuadro 5) se observa que se tuvieron diferencias
altamente significativas, porque en el muestreo 2 se tuvo el mayor numero de
células que en el 1y 3, ya que éstos no presentaron diferencias significativas entre

ellos.

Para las soluciones A y B, se muestran diferencias altamente significativas,
ya que en la solucion B se obtuvo el mayor numero de células que en el A. Tal vez

la cantidad aplicada de Na incremente la densidad de células en la hoja.



En cuanto a los tratamientos si se tuvieron algunas diferencias, ya que en el
tratamiento 3 (PAA-Q) se tuvo el mayor numero de células en el haz, seguido de
los tratamientos 5 (Q), el 1 (testigo), y el 4 (PAA); el tratamiento 2 (AC. SALIC), fue

el que tuvo el menor numero de células tabloides.

Es probable que el tratamiento T3 (PAA-Q) en combinacion con la solucion
Ay con la solucién B, tenga efectos positivos en la formacién de biomasa, y por lo

tanto se tenga un numero mayor de células (Gonzalez, 2003)

Al aplicar acido citrico en diferentes concentraciones en hojas de tomate, la
densidad celular fue mayor en el envés en los diferentes rangos de conductividad

eléctrica, pero es menor en el haz en los diferentes tratamientos. (Cruz, 2003).

Cuadro 5. Comparacion de medias de la variable densidad celular en el haz con

respecto a muestreo, solucion y tratamiento.

FACTOR DENSIDAD CELULAR
EN EL HAZ

MUESTREOS

1 1615.80 b

2 1702.98 a

3 1593.51 b

SOLUCION

A 1599.60 b

B 1675.26 a

TRATAMIENTOS

Testigo 1634.98 ab

AS 1597.08 b

PAA 1627.06 ab

Q 1641.77 ab

PAA-Q 1686.28 a




Densidad estomatica en el envés

Para esta variable (Cuadro 6) se obtuvieron diferencias altamente significativas, ya
que en el primer muestreo se obtuvo el mayor numero de estomas en

comparacion de los muestreos 2 y 3.

Para las soluciones, la solucion B obtuvo mayor diferencia significativa, ya

que presenta el mayor numero de estomas con relacion a la solucién A.

En cuanto a los tratamientos, no se obtuvieron diferencias significativas,
aunque el complejo PAA-Q presentd el valor mas alto, seguido del testigo. El Q

fue el que presentd el valor mas bajo.

Se sabe que la densidad estomatica y el indice estomatico son regulados
por factores enddégenos y ambientales. Entre los factores ambientales reportados
se encuentra la concentracion de CO, que presenta una relacion positiva con el
indice estomatico pero en ausencia de relacién con la densidad estomatica en
Tradescantia (Boesth et al, 1996). Del mismo modo, la respuesta de disminucion
en la densidad estomatica se report6 como un caracter de aclimataciéon para

restringir la pérdida de agua en un gradiente de altitud. (Schoetle y Rochelle, 200).



Cuadro 6. Comparacion de medias de la variable densidad estomatica en el envés

con respecto a muestreo, solucion y tratamiento.

FACTOR DENSIDAD
ESTOMATICA EN EL
ENVES

MUESTREOS

1 157.29 a

2 130.84 b

3 130.89 b

SOLUCION

A 136.07 b

B 143.28 a

TRATAMIENTOS

Testigo 141.76 a

AS 137.73 a

PAA 138.88 a

Q 134.88 a

PAA-Q 145.11 a

Densidad estomatica en el haz

En esta variable (Cuadro 7), se observan diferencias altamente
significativas entre los muestreos, ya que en los muestreos 1 y 3 se obtuvo mayor
numero de estomas que en el muestreo 2, tal vez sea debido a las condiciones

climaticas que se presentaron en el momento de realizar el muestreo.

En cuanto a las soluciones, no hubo diferencias significativas, pero al

comparar las medias la solucion B presenta el valor mas alto.



Entre tratamientos, no hubo diferencias significativas, pero el complejo
PAA-Q fue el que presentd el valor mas alto, seguido del AS y el Q. El PAA
presento el valor mas bajo.

Cuando se aplicod AS a una concentracién de 1x10* en chile serrano, se
tuvo un numero mas bajo de estomas en comparacion con la aplicacion de AS a

una concentracion de 1x107°, que tuvo los valores mas altos (Salazar, 2001).

La densidad estomatica se modifica por la luz y el CO,, pero hasta donde
se sabe no existe reporte del AS sobre la densidad estomatica; esto podria
explicar lo reportado por Larqué en 1988, quien encontrd que la aplicacion del AS

disminuye la transpiracion en el frijol.

Cuadro 7. Comparacion de medias de la variable densidad estomatica en el haz

con respecto a muestreo, solucién y tratamiento.

FACTOR DENSIDAD
ESTOMATICA EN EL
HAZ

MUESTREOS

1 150.38 a

2 140.69 b

3 150.88 a

SOLUCION

A 146.41 a

B 148.22 a

TRATAMIENTO

Testigo 146.24 a

AS 149.07 a

PAA 141.71 a

Q 148.24 a

PAA-Q 150.78 a




indice estomatico en el envés

En esta variable (Cuadro 8) se tuvieron diferencias altamente significativas
entre los muestreos. En el muestreo 1 se tuvo un mayor indice de estomas,

seguido del muestreo 3 y por ultimo el 2.

Para las soluciones, no se encontraron diferencias significativas. En ambas,

el indice estomatico es practicamente igual.

En cuanto a los tratamientos, no se tuvieron diferencias significativas. En
este caso, el testigo fue el que tuvo el valor mas alto, seguido del AS y el complejo

PAA-Q. EI Q presenté el valor mas bajo.

Para el caso de la aplicacion de AS en chile serrano a una concentracién de
1x10™* aumento el indice estomatico en el envés. Aplicandolo a una concentracion
de 1x107®, este indice disminuyé (Salazar, 2001).

Cuadro 8. Comparaciéon de medias de la variable indice estomatico en el envés

con respecto a muestreo, solucién y tratamiento.

FACTOR INDICE ESTOMATICO
EN EL ENVES

MUESTREOS

1 7.50 a

2 6.00 ¢

3 6.65b

SOLUCION

A 6.71 a

B 6.72 a

TRATAMIENTOS

Testigo 6.84 a

AS 6.80 a

PAA 6.71a

Q 6.43 a

PAA-Q 6.80 a




indice estomatico en el haz

Para esta variable (Cuadro 9) se tienen diferencias altamente significativas, ya que
los muestreos 1 y 3 presentan un mayor indice estomatico en el haz en

comparacién con el muestreo 2, que presenta un indice mas bajo.

En cuanto a las soluciones, no se presentaron diferencias significativas,
pero con la solucion A se presenté el mayor indice estomatico en el haz que con la

solucién B.

En los tratamientos, no se encontraron diferencias significativas, pero el AS
presento el valor mas alto. ElI PAA tuvo el valor mas bajo. Esto no concuerda con
Salazar (2001), quien encontré que al aplicar AS a una concentracion de 1x10,
tuvo un indice estomatico mas bajo en relacién con la concentracion 1x10°, que

tuvo el valor mas alto.

Cuadro 9. Comparacion de medias de la variable indice estomatico en el haz con

respecto a muestreo, solucion y tratamiento.

FACTOR INDICE ESTOMATICO
EN EL HAZ

MUESTREOS

1 8.59 a

2 7.70 b

3 8.75a

SOLUCION

A 8.49 a

B 8.21a

TRATAMIENTOS

Testigo 8.39 a

AS 8.63 a

PAA 8.08 a

Q 8.37 a

PAA-Q 8.27 a




Anatomia de hojas

Tratamiento 1 (Testigo)

Tratamiento 2 (AS)

Tratamiento 4 (PAA)

Tratamiento 5 (Q)

Tratamiento 3 (PAA-Q)

Figura 6.- Corte transversal (50x) de hojas de agave con diferentes

tratamientos y con solucion A (Douglas normal).



Tratamiento 1 (Testigo)

Tratamiento 2 (AS)

Tratamiento 4 (PAA)

Tratamiento 5 (Q)

Tratamiento 3 (PAA-Q)

Figura 7 .Corte transversal (50x) de hojas de agave con diferentes

tratamientos y con solucién B (Douglas modificado).



En base a la figura 6, se puede notar claramente las diferencias de los
tratamientos con la solucion A (Douglas normal), ya que el testigo, AS, PAA y Q,

las células se ven mas grandes y alargadas, aunque sobresalen las del PAA.

En el complejo PAA-Q, las células son grandes y redondas en comparacion

con los demas tratamientos.

Los haces vasculares en el testigo y en el de AS se observan mas grandes,
los del complejo PAA-Q se ven de un tamafno mediano y los del Q tienen un

tamano pequefo.

En la figura 7 se puede notar que en el testigo y en el del AS las células se
observan mas grandes y redondas en comparacion con los demas tratamientos.

Con los tratamientos Q, PAA y el complejo PAA-Q se observan pequenias.

Con el tratamiento AS los haces vasculares se observan mas grandes. En
el testigo, PAA-Q, y Q, los haces tienen una forma mediana. Con el complejo PAA

se ven mas pequenos.



TRATAMIENTO 1 (TESTIGO]
SOLUCION A (DOUGLAS NORMAL)
200X

TRATAMIENTO 2 (AC. SALIC)
SOLUCION A
200X

TRATAMIENTO 4 (FPAA)
SOLUCION A
200X

TRATAMIENTO 5 (Q)
SOLUCION A
200X,

TRATAMIENTO 3 (FAA-Q)
SOLUCION A
2004

Figura 8. Corte transversal (200x) de hojas de agave mostrando haces vasculares
con diferentes tratamientos y con solucion A (Douglas normal)



TRATAMIENTO 1 (TESTIGO]

SOLUCION B (DOUGLAS
MODIFICADO)

200X

TRATAMIENTO 2 (AC, SALIC)
SOLUCION B
200X

TRATAMIENTO 4 (FPAA)
SOLUCION B
200X

TRATAMIENTO S Q)
SOLUCION B
200X

TRATAMIENTO 3 (PAA-CI]
SOLUCION B
200X

Figura 9. Corte transversal (200x) de hojas de agave mostrando haces vasculares
con diferentes tratamientos y con solucién B (Douglas modificado.



En cuanto a los haces vasculares, en la figura 8 se muestran los
tratamientos con la soluciéon A (Douglas normal). En el testigo, en el AS y en el
PAA se observa que las células de los haces son mas grandes. En el Q y en el

complejo PAA-Q, éstas células se ven pequefias y del mismo tamanio.

En cuanto a xilema y floema se observan mejor en los tratamientos testigo y
el complejo PAA-Q. Tal vez al aplicar estos tratamientos en combinacion con la
solucion nutritiva Douglas normal, se ejerce un efecto positivo en estos tejidos

para la mejor conduccién de agua y nutrientes.

En la figura 9 se observa que con el PAA y el complejo PAA-Q las células
se ven mas grandes, en el testigo tienen un tamano mediano y con el AS y el Q

tienen un tamafo mediano, aunque en mayor cantidad en éstos dos.

En casi todos los tratamientos se observa una buena abertura de xilema y

floema, a excepcion del testigo, en donde casi no se aprecian.

Aunque la cantidad y la tasa de fotosintatos son caracteristicas que originan
cambios en la morfologia de las plantas, es probable que el factor inductor mas
importante para determinar las diferencias observadas en las plantas fuera algun
cambio en la sensibilidad frente a las citoquininas. Esto pudiera explicar la
respuesta general observada en los tejidos en cuanto a tamafio y numero de

células.



Sperry et al . (2002) reportaron que la morfologia y crecimiento de las
plantas son un reflejo de la habilidad de las mismas para absorber, transportar y
acumular agua. En lo que se refiere al transporte, la conductividad hidraulica del
agua (depende en buena parte del numero y tamafio del lumen de los vasos del
xilema) parece ser la caracteristica clave en las relaciones hidricas de las plantas

con su ambiente.



CONCLUSIONES

Para el primer muestreo se tuvieron los valores mas altos en cuanto a
densidad estomatica en el haz y en el envés, indice estomatico en el haz y en el

enveés, no asi para las demas variables.

En el segundo muestreo se tienen los valores mas altos en la densidad

celular en el haz y envés.

En el tercer muestreo se tuvo el valor mas alto en cuanto a densidad
estomatica en el haz, aunque estadisticamente es igual al muestreo 1; lo mismo
pasa con la variable indice estomatico en el haz, en donde tuvo el valor mas alto
pero estadisticamente es igual al muestreo 1. Para las demas variables no tuvo

valores significativos.

Para la solucién A (Douglas normal), sélo present6 los valores mas altos en
el indice estomatico en el haz y tuvo el mismo valor que la solucion B (Douglas
modificado) en el indice estomatico en el envés. En las demas variables no

presentd modificaciones.

En la solucién B (Douglas modificado), si hubo modificaciones en las
variables densidad celular en haz y envés y en densidad estomatica en haz y

envés en comparacion con la solucion A (Douglas normal).

En cuanto a tratamientos, el complejo Poliacido acrilico-quitosan fue el que
presento los valores mas altos en las variables densidad celular en haz y envés, y

densidad estomatica en haz y envés.

El testigo solo tuvo el valor mas alto en cuanto a indice estomatico en el

envés.



El acido salicilico presento el valor mas alto en la variable indice estomatico

en el haz.

El Poliacido acrilico y el quitosan por separado fueron los tratamientos que

presentaron los valores mas bajos estadisticamente en casi todas las variables.

En los cortes transversales (50x) y con la solucion A, las células se
observan que aumentaron su tamano, sélo con la aplicacion de Q no hubo
modificaciones. Con la aplicacion de AS y en el testigo, los haces vasculares

aumentaron su tamano.

En los cortes transversales (50x) y con la solucién B, las células
aumentaron su tamano en el testigo y con la aplicacion de AS, no asi en los

demas tratamientos. Los haces vasculares se ven mas grandes con AS.

En los cortes transversales (200x) y con la solucién A, las células de los
haces vasculares presentan un aumento de tamafo en el testigo, AS y con el
PAA. El xilema y floema se observan mejor con la aplicacion del complejo PAA-Q

y en el testigo.

En los cortes transversales (200x) y con la solucién B, las células de los
haces vasculares aumentaron su tamafio con la aplicacion de PAA y el complejo
PAA-Q. En todos los tratamientos se observa una buena abertura de xilema y

floema.
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