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Resumen

En el estado de Oaxaca, Agave americana var. oaxacensis
es una de las especies agavaceas de recoleccion silvestre
que son utilizadas para la elaboracion artesanal de mezcal.
Existe poca informacion sobre su propagacion y cultivo,
recientemente se ha incrementado la propagacion de agaves,
mediante la técnica de cultivo de tejidos vegetales, con
fines de conservacion. Sin embargo, hay poca informacion
sobre los cambios morfologicos y funcionales que realizan
las plantas cuando son transferidas al ambiente ex vitro,
entre ellos se encuentra la senescencia o pérdida gradual
de las hojas formadas en el ambiente in vitro, en donde
hay manipulacion de las condiciones para controlar ciertos
factores fisicos y bioldgicos. El presente estudio tuvo
como objetivo evaluar el comportamiento foliar de plantas
micropropagadas de Agave americana var. oaxacensis
como respuesta a diferentes sustratos y dosis de fertilizacion
durante su aclimatacion. Los resultados mostraron que
el sustrato y la dosis de fertilizacion influyeron en la
senescencia o pérdida de las hojas. La conservacion de
las hojas formadas in vitro por mas tiempo, influyo en la
formacion de hojas nuevas en condiciones ex vitro. En
general las plantas sustituyeron todas sus hojas formadas
in vitro en un lapso de 240 dias.

* Recibido: febrero de 2017
Aceptado: marzo de 2017

Abstract

In the state of Oaxaca, Agave americana var. oaxacensis
is one of the agavaceous species of wild collection that are
used for the artisan elaboration of mezcal. There is little
information on its propagation and cultivation, recently
the propagation of agaves has been increased, through the
technique of plant tissue culture, for conservation purposes.
However, there is little information on morphological and
functional changes by plants when they are transferred to
ex vitro environment, among them is senescence or gradual
loss of leaves formed in the in vitro environment, where there
is manipulation of conditions to control certain physical
and biological factors. This study aimed to evaluate the
foliar behavior of micropropagated plant Agave americana
var. oaxacensis in response to different substrates and
fertilization doses during their acclimatization. The results
showed that the substrate and fertilization dose influenced
leaf senescence or loss. The conserving leaves formed in
vitro for longer, he influenced the formation of new leaves
in ex vitro conditions. Generally, the plants replaced all its
leaves formed in vitro in a span of 240 days.

Keywords: fertigation, growth, leaf blade, nutrients,
substrates.
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Palabras claves: crecimiento, fertirrigacion, lamina foliar,
nutrimentos, sustratos.

Introduccion

En 2011, las plantas de agave representaron una fuente de
ingreso para un total de 4 407 productores magueyeros de
la “region del mezcal” que abarca siete distritos politicos
(Antonioy Teran, 2008; Snidrusy Oeidrus 2011). Seutilizan
alrededor de nueve especies de agave de las cuales Agave
angustifolia (maguey espadin) es la de mayor demanda y
la Gnica que se cultiva de forma significativa (Cruz et al.,
2013), las ocho restantes son colectadas de poblaciones
silvestres o semi-cultivadas principalmente en cercos vivos
con poco o nulo manejo cultural. Tal es el caso del Agave
americana var. oaxacensis conocido comunmente como
maguey “arroqueio”.

Los individuos de las poblaciones de esta especie estan
disminuyendo cada vez mas, debido a diversos factores en
los que se incluye su tasa de crecimiento muy lenta (tarda
de 15 a 20 afios en llegar a la madurez para cosecha); el
cambio de uso de suelo y la dificultad para su reproduccion
ya que campesinos eliminan el escapo floral cuando éste
inicia su crecimiento, para evitar que la planta consuma los
azucares acumulados en el tallo o pifia; pero, con esto se
evita la produccion de semillas (Enriquez-del Valle, 2008;
Angeles, 2010).

Desde cualquier punto de vista es muy importante generar
alternativas de reproduccion. La mayoria de los agaves
se pueden propagar mediante la germinacion de semillas,
vastagos de rizoma, bulbilos de la inflorescencia, y por
métodos no convencionales como la micropropagacion
a través de la técnica de cultivo de tejidos vegetales, que
es eficiente para lograr la multiplicacién de una gran
cantidad de plantas a partir de células y tejidos somaticos
que se establecen en un medio de cultivo formado por
carbohidratos, vitaminas, aminoacidos, hormonas de
crecimiento, sales inorganicas tanto macronutrimentos
como micronutrimentos, sustancias de soporte fisico y
agua (Hartman y Kester, 1994; Enriquez-del valle, 2008).
El proceso de micropropagacion consta de varias etapas:1)
establecimiento de cultivos asépticos; 2) multiplicacion
de propagalos; 3) enraizado de brotes; y 4) aclimatacion
de las plantulas (George y Debergh, 2008; Enriquez-del
Valle, 2008). Esta tltima etapa citada es considera critica
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Introduction

In 2011, agave plants represented a source of income for a
total of4 407 magueyeros producers in the “mezcal region”,
which covers seven political districts (Antonio and Teran,
2008; Snidrus and Oeidrus 2011). About nine species of
agave of which Agave angustifolia (sprat maguey) is the
mostindemand and the only grown significantly used (Cruz
et al., 2013), the remaining eight are collected from wild
or semi-cultivated mainly in living fences with little or no
cultural management. Such is the case of Agave americana
var. oaxacensis commonly known as maguey “arroqueio”.

The individuals in this species population are declining
more and more due to various factors including their very
slow growth rate (it takes 15 to 20 years to reach maturity
for harvest); the change of soil use and the difficulty of
its reproduction, since peasants eliminate the floral scape
when it begins its growth, to avoid that the plant consumes
the accumulated sugars in the stem or pineapple; but,
this prevents seed production (Enriquez-del Valle, 2008;
Angeles, 2010).

From any point of view, it is very important to generate
alternatives ofreproduction. Most agaves can be propagated
by germination of seeds, rhizome stems, inflorescence
bulbiles, and by non-conventional methods such as
micropropagation through the planttissue culture technique,
whichis efficient to achieve multiplication of a large number
of plants from somatic cells and tissues that are established
in a culture medium consisting of carbohydrates, vitamins,
aminoacids, growth hormones, inorganic salts, both
macronutrients and micronutrients, physical substances
and water (Hartman and Kester, 1994; Enriquez-del Valle,
2008).The micropropagation process consists of several
stages: 1) establishment of aseptic crops; 2) propagation
multiplication; 3) rooted shoots; and 4) acclimatization of
seedlings (George and Debergh, 2008, Enriquez-del Valle,
2008). This last mentioned stage is considered critical for the
majority of the species; And in the case of micropropagated
agave plants, high percentages of survival have been
reported. Abreu et al. (2007) report 90% survival in A.
fourcroydes; Enriquez-del Valle and Cruz-Valdez (2012)
100% for Agave angustifolia Haw.

In order to obtain good quality plants, special attention has
been given to the type of substrate and the availability of
nutrients required by the plants during their acclimatization
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para la mayoria de las especies; y en el caso de plantas de
agave micropropagadas, se han reportado altos porcentajes
de sobrevivencia. Abreu et al. (2007), reportan 90% de
sobrevivenciaen 4. fourcroydes; Enriquez-del Valley Cruz-
Valdez, (2012) 100% para Agave angustifolia Haw.

Con el objetivo de obtener plantas de buena calidad se ha
puesto especial interés al tipo de sustrato y disponibilidad
de nutrientes que requieren las plantas durante su proceso de
aclimatacion, durante el cual deben asumir cambios en sus
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas que les permitan
continuar con su crecimiento y desarrollo al momento
de establecerlas en campo, en donde las condiciones
ambientales son poco favorables (Enriquez-del Valle et al.,
2009). Entre los cambios morfologicos ocurridos durante el
proceso de aclimatizacion se encuentra el reemplazamiento
de las hojas formadas en el ambiente in vitro, por hojas
nuevas (Zimmerman, 1991; Pospisilova, et al., 1999),
debido a que las hojas formadas en el ambiente in vitro
presentan deficiencias morfoldgicas y fisiologicas, entre
ellas se menciona que son muy fragiles, delgadas, estomas
poco funcionales, cuticulamuy delgada y poco desarrollada,
elevadatasade transpiracion, baja tasa fotosintética (Pierik,
1990; Zimmerman, 1991).

Sin embargo, la informacion que existe sobre este proceso
de reemplazo de las hojas formadas in vitro, asi como los
factores que influyen durante el proceso de aclimatizacion
de las plantas micropropagadas es escaso. Debido a que
la respuesta o aclimatacion de las plantas depende del
manejo que se le proporcione, en este estudio se evaluo
el efecto del tipo de sustrato y la dosis de fertilizacion,
sobre el comportamiento foliar que ocurre en las plantas
micropropagadas de Agave americana var. oaxacensis
durante su aclimatacion.

Materiales y métodos

Lainvestigacion serealizd durante el periodo de septiembre
de 2011 a agosto de 2013, en el laboratorio de cultivo de
tejidos vegetales e invernaderos del Instituto Tecnologico del
Valle del Oaxaca, ubicado en Nazareno, Xoxocotlan, Oaxaca.
Mediante la micropropagacion, a partir de brotes de tejido
de tallo, que fueron sometidos a procesos de multiplicacion
y su posterior enraizado, se obtuvieron plantas de Agave
americana var. oaxacensis, las cuales tenian en promedio
6.75 hojas, 5 raices, 9.78 cm de longitud de la hoja més

process, during which they must assume changes in their
morphological and physiological characteristics that allow
them to continue their growth and development when
setting them in the field, where environmental conditions
areunfavorable (Enriquez-del Valle et al.,2009). Among the
morphological changes during the acclimation process is the
replacement ofthe leaves formed in the in vitro environment,
bynew leaves (Zimmerman, 1991; Pospisilovaetal., 1999),
because the sheets formed in the in vitro environment have
morphological and physiological deficiencies, including
mentioned thatare very fragile, thin, stomata little functional,
cuticle very thin and poorly developed, high transpiration
rate, low photosynthetic rate (Pierik, 1990; Zimmerman,
1991).

However, the information that exists on this process of
replacement of sheets formed in vitro, as well as the factors
influencing during acclimatization of micropropagated
plants, is scarce. Because the response or acclimatization
of plants depends on the management to be provided,
in this study was evaluated the effect of substrate type
and dose of fertilization on foliar behavior occurring in
micropropagated plants Agave americana var. oaxacensis
during its acclimatization.

Materials and methods

The research was carried out during the period from
September 2011 To August 2013, in the plant tissue culture
and greenhouse laboratory of the Technological Institute
ofthe Valley of Oaxaca, located in Nazareno, Xoxocotlan,
Oaxaca. By micropropagation, buds from stem tissue,
which were subjected to processes of multiplication and
rooting later, plants were obtained Agave americana var.
Oaxacensis, which had on average 6.75 leaves, 5 roots,
9.78 cm of longest leaf length with 0.64 cm wide. It were
transplanted to polyethylene pots with a capacity of 171
cm’, the substrates were produced with peat and sand in
different proportions (1:2,2:1,3:1) inrelation to its volume.

The acclimatization of the plants was carried out in a
greenhouse with solarradiation reduced to 50%, temperature
from24t028 °C, high relative humidity 80-90% and received
once aweek 10 mL ofthe Universal Steiner Solution (1984)
a 10% of nutrient concentration, under these conditions
were maintained for 45 days, later they were transferred to a
second greenhouse with higher solarradiation, temperature
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larga con 0.64 cm de ancho. Se trasplantaron a macetas
de polietileno con capacidad de 171 cm?, los sustratos se
elaboraron con turba y arena en diferente proporcion (1:2,
2:1,3:1) enrelacion con su volumen.

Laaclimatizacion de las plantas se realizo en un invernadero
con radiacién solar disminuida a 50%, temperatura de 24
a 28 °C, humedad relativa alta 80-90% y recibieron una
vez por semana 10 mL de la Solucion Universal Steiner
(1984) a 10% de concentracion de nutrimentos, en estas
condiciones se mantuvieron durante 45 dias, posteriormente
setrasladaron aun segundo invernadero con mayorradiacion
solar, temperatura de 20 a 38 °C, humedad relativa baja y
la aportacion de la solucion Steiner a nivel de sustrato, se
aplico tres veces por semana de acuerdo a los tratamientos
establecidos, hasta finalizar el experimento.

Durante el desarrollo del experimento se le dio seguimiento
a las hojas formadas en condicién in vitro y a las hojas
formadas en condicién ex vitro. Para diferenciarlas se
marcaron con hilo canamo de color rojo y amarillo. Se
registraron datos de crecimiento en longitud y ancho de las
hojas, cada 30 dias a partir del inicio de la aclimatizacion
de las plantas en invernadero. Otras de las variables
evaluadas fueron el recambio de hojas, es decir, nimero
de hojas formadas en condicion in vitro y nimero de hojas
senescentes o perdidas formadas en condicion in vitro.

Los datos registrados para cada variable de estudio,
se sometieron a un analisis de varianza. Se realiz6
la comparacion de medias de Tukey con un nivel de
significancia al 95% (a= 0.05) mediante el paquete
estadistico SAS (The SAS System for Windows 9.0).
Con los datos obtenidos se elaboraron cuadros, graficas
y figuras.

Resultados y discusion

Senescencia o pérdida gradual de hojas formadas en
ambiente in vitro

Durante el proceso de aclimatizacion, las plantas pasan de
unambiente de baja traspiracion a otro que exige una mayor
demanda hidrica. Sin embargo, en las plantas cultivadas in
vitro la raiz tiene escasa conexion con el tallo y son muy
fragiles, lo que segun Fila et al. (1998); Hazarika, (2006)
ocasionaque al establecerlas en los sustratos se rompan, por

Hermila Cruz Garcia et al.

0f201t0 38 °C, low relative humidity and the contribution of
the Steiner solution at the substrate level, was applied three
times per week according to established treatments, until
the end of the experiment.

During the course of the experiment will be followed up
sheets formed in condition in vitro and ex vitro leaves formed
in condition. To differentiate them were marked with hemp
yarn red and yellow. Growth data on leaf length and width
were recorded every 30 days from the beginning of the
acclimatization of the greenhouse plants. Other variables
evaluated were the replacement of sheets, i.e. sheets formed
in number of in vitro condition and number of senescent
leaves or lost formed in vitro condition.

The data recorded for each study variable were subjected
to an analysis of variance. Tukey’s mean comparison was
performed withalevel of significance at 95% (a=0.05) using
the SAS statistical package (The SAS System for Windows
9.0). With the data obtained tables, graphs and figures were
elaborated.

Results and discussion

Senescence or gradual loss of leaves formed in vitro
environment

During the acclimatization process, the plants move from a
low-sweeping environment to one that demands increased
water demand. However, in plants grown in vitro the root it
has little connection to the stem and are very fragile, which
according Fila et al. (1998); Hazarika (2006) causes that
when establishing them in the substrates are broken, therefore
itprevents the efficient transport of water and nutrients. The
low assimilation of water and nutrients, coupled with the
morphology ofleaves that are very thin, little development of
the cuticle and little or no accumulation of waxes, influence
their behavior during their acclimatization. PospiSilova
et al. (1999), mention that the sheets forming the in vitro
plant condition, are unable to continue their development
when are transferred to ex vitro environment. Fuentes et
al. (2005) mention that the leaves produced in vitro storing
structures act as nutrients, supporting the growth of new
leaves developed ex vitro. Quesada and Valpuesta (2004)
indicate that senescence and subsequent leafloss is not only
adegenerative process butalsoarecycling process in which
nutrients are transported from aging cells to young leaves.
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lo tanto se impide el trasporte eficiente de agua y nutrientes.
La baja asimilacion de agua y de nutrientes, aunada a la
morfologia de las hojas que son muy delgadas, escaso
desarrollo dela cuticulay poca o nulaacumulacion de ceras,
influyen en su comportamiento durante su aclimatizacion.
Pospisilova et al. (1999), mencionan que las hojas que
forma la planta en condicion in vitro, no son capaces de
continuar su desarrollo cuando se trasfieren al ambiente
ex vitro. Fuentes et al. (2005), mencionan que las hojas
producidas in vitro actiian como estructuras almacenadoras
de nutrientes, que sostienen el crecimiento de las nuevas
hojas desarrolladas ex vitro. Quesada y Valpuesta (2004),
indican que la senescencia y posterior pérdida foliar no es
solo un proceso degenerativo, sino también un proceso de
reciclaje en el que los nutrientes son trasportados desde las
células que envejecen a las hojas jovenes.

Las plantas de Agave americana var. oaxacensis estudiadas
mostraron cambios en su morfologia cuando se expusieron
a mayor radiacion solar; esto ocurrié después de los 45
dias de aclimatizacion. Uno de los primeros sintomas que
adquirieron las plantas comorespuesta al inicio de la pérdida
de sus hojas formadas in vitro, fue el cambio de color verde
apurpura (Figura 1). Esta coloracion se present6 en primer
lugar en las hojas inferiores de mayor edad, manifestandose
en la parte distal y posteriormente expandiéndose por toda
la Iamina foliar. El color purpura de las hojas se debi6 a la
presencia de antocianinas. La acumulacion de antocianinas
en las hojas puede deberse a multiples factores de estrés,
entre los que se destaca la alta irradiacion y la deficiencia
de nutrientes (Peng et al., 2008). En hojas senescentes,
donde la movilizacién de nutrientes hacia otros 6rganos
se incrementa, la acumulacion de antocianinas permitiria
minimizar el potencial por dafio foto-oxidativo (Hoct et
al.,2003).

Dentro de los cambios mas importantes a los que tienen
que adaptarse las plantas producidas in vitro, es al aumento
gradual de la intensidad luminosa. Una vez que las plantas
micropropagadas son transferidas al ambiente ex vitro, estas
resultan altamente susceptibles a la fotoinhibicion (Osorio
etal.,2010).

La pérdida de las hojas formadas en condicion in vitro
fue gradual, siendo las inferiores de mayor edad las que
murieron primero. En general las plantas sustituyeron todas
sus hojas formadas in vitro en un lapso de 240 dias. Esto
coindice con lo mencionado por Pyung et al. (2007), quienes
mencionan que la degeneracion de las células en el tejido

The plants Agave americana var. oaxacensis studied showed
changes in their morphology when exposed to higher solar
radiation; this occurred after45 days of acclimatization. One
of'the first signs that acquired plants in response to the onset
of the loss of their leaves formed in vitro, was the change
from green to purple (Figure 1). This coloration was first
presented in the lower leaves of older age, manifesting in
the distal part and later expanding throughout the leafblade.
The purple color of the leaves was due to the presence of
anthocyanins. The accumulation of anthocyanins in the
leaves may be due to multiple stressors, stands out the high
irradiation and nutrient deficiency (Peng et al., 2008). In
senescent leaves where nutrient mobilization to other organs
increases, anthocyanin accumulation would minimize the
potential for photo-oxidative damage (Hoct et al., 2003).

Figura 1. Cambios en la morfologia de las plantas de A4.
americana var. oaxacensis, por la pérdida
y formaciéon de hojas nuevas durante su
aclimatizacion en invernadero.
Figure 1. Changes in the morphology of plants A. americana
var. oaxacensis, for the loss and formation of new
leaves during their acclimatization in greenhouse.

Among the most important changes that have to adapt plants
produced in vitro, is the gradual increase in light intensity.
Once micropropagated plants are transferred to ex vitro
environment, these are highly susceptible to photoinhibition
(Osorio et al., 2010).



386 Rev. Mex. Cienc. Agric. Vol.8 Num.2 15 de febrero - 31 de marzo, 2017

es lenta, debido a que la planta asegurara la translocacion
de las macromoléculas hacia los sitios de demanda como
formacion de hojas nuevas, frutos o yemas de crecimiento.
También podria ser por el tipo de especie, ya que los agaves
presentan tasas de crecimiento bajas, ademas sus hojas
son duras, carnosas, fibrosas etc, lo cual hace mas lenta la
degeneracion de sus tejidos, asi como también la capacidad
de renovacion de los mismos.

En este estudio, el tiempo que tardaron las plantas en perder
sus hojas fue diferente. Las plantas que se establecieron en
el sustrato que tenia una porcion de turba combinado con
dosdearenay que ademas recibieron fertilizacion diferente,
perdieron mas rapido sus hojas en un tiempo de 180 dias,
en comparacion con las plantas que se establecieron en el
sustrato con dos y tres porciones de turba combinados con
unade arenay que ademas recibieron fertilizacion, las cuales
perdieron sus hojas formadas en condicion in vitro, en un
tiempo de 240 dias. Alos 90 dias, las plantas establecidas en
el sustrato con una porcion de turba combinado con dos de
arenay que ademas recibieron fertilizacion diferente, habian
perdido el 50% de sus hojas totales, en cambio las plantas
establecidas en los sustratos con dos y tres porciones de
turbay que ademasrecibieron fertilizacion diferente, habian
perdido 30.2 y 33.15% del total de sus hojas formadas en
condicion ex vitro, respectivamente (Cuadro 1).

Por otra parte, al duplicarse el tiempo de aclimatacion es
decir, a los 180 dias se observo la pérdida de 100% de las
hojas formadas in vitro en las plantas que se establecieron
en el sustrato con una porcion de turba combinado con dos
de arena y que ademas recibieron fertilizacion diferente. En
cambio, para las plantas establecidas en los sustratos con dos
ytresporciones de turbay que ademas recibieron fertilizacion
diferente, habian perdido en promedio 0.46y 68.8% del total
de sus hojas formadas in vitro respectivamente.

De acuerdo con el analisis de varianza, el factor sustrato tuvo
efectos significativos (p<0.01) sobre el descenso o pérdida
de hojas formadas in vitro, durante su aclimatacion a los 90,
120,150,180y 210dias. Encambio el factor fertilizaciéon no
influy6 en la pérdida de las hojas formadas in vitro durante
los dias evaluados, ni la interaccion sustrato-fertilizacion.

Los analisis de comparacion de medias mostraron que hubo
diferencia significativa sobre el nimero de hojas perdidas
por las plantas establecidas en los diferentes tratamientos.
A 90 dias de aclimatacion las plantas que habian perdido
mayor de 3.2 hojas en promedio, fueron las que se
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Theloss of leaves formed in vitro condition was gradual, with
the lower older than died first. Generally plants replaced all its
leaves formed in vitro in a span 0of 240 days. This refractivity
as mentioned by Pyung et al. (2007), who mention that the
degeneration of cells in the tissue is slow, because the plant
will ensure the translocation of the macromolecules to the
sites of demand such as formation of new leaves, fruits or
growth buds. It could also be due to the type of species, since
the agaves have low growth rates, in addition their leaves are
hard, fleshy, fibrous etc., which slows the degeneration of
their tissues, as well as the capacity of renewal of the same.

In this study, the time it took the plants to lose their leaves
was different. The plants that settled on the substrate that
had a portion of peat combined with two of sand and that
also received different fertilization, lost their leaves faster
in a time of 180 days, compared to the plants that settled in
the substrate with two to three servings of peat combined
with sand and also received fertilizer, which lost their leaves
formed in vitro condition, in a time of 240 days. At 90 days,
the plants established in the substrate with a portion of peat
combined with two of sand and that also received different
fertilization, had lost 50% of their total leaves, whereas the
plants established in the substrates with two and three portions
of peat and also received different fertilization, had lost
30.2 and 33.15% of its leaves formed in ex vitro condition,
respectively (Table 1).

Furthermore, the doubling time of acclimatization i.e. to
the 180 days was observed the loss of 100% of the sheets
formed in vitro plants were established in the substrate with
a portion of combined peat with two sand and which also
received different fertilization. But for established plants
in substrates with two and three parts peat and also received
different fertilization, had lost an average of 0.46 and 68.8%
of'its leaves formed in vitro respectively.

According to the analysis of variance, the substrate factor
had significant effects (p< 0.01) on the decrease or loss of
leaves formed in vitro during acclimatization at 90, 120,
150, 180 and 210 days. Instead the fertilization factor did
not influence the loss of leaves formed in vitro during the
days tested, or interaction substrate-fertilization.

The mean comparison analyzes showed that there was a
significant difference in the number of leaves lost by the
plants established in the different treatments. At 90 days
of acclimatization, the plants that had lost the largest
average amount of 3.2 leaves were those that settled on
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establecieron en los sustratos con una porcion de turba
combinado con dos de arena y que recibieron fertilizacion
diferente, mientras que las plantas que se establecieron
en los sustratos con dos y tres porciones de turba, habian
perdidoun promedio de 1.8 hojas. Este comportamiento fue
similar alos demas dias evaluados durante la aclimatacion.
Los sustratos en los que las plantas perdieron mas rapido
sus hojas formadas in vitro, fueron los compuestos por una
porcion de turba combinado con dos de arenay que ademas
recibieron fertilizacion diferente (Cuadro 1).
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the substrates with a portion of peat combined with two
of sand and that received different fertilization, while
the plants that were established on substrates with two
and three portions of peat, had lost an average of 1.8
leaves. This behavior of leaf loss in plants according to
treatments was similar to the other days evaluated during
acclimatization. The substrates in which the plants lost
faster leaves formed in vitro, were compounds by a portion
ofpeat combined with two sand and also received different
fertilization (Table 1).

Cuadro 1. Efecto del sustrato y fertilizacion sobre la senescencia de hojas de A. americana durante su aclimatizacion en

invernadero.

Table 1. Effect of substrate and fertilization on leaf senescence of A. americana during acclimatization greenhouse.

Dias de aclimatacion

Sustrato Fertilizacion (%)
90 120 150 180 210 240
IT:2A 0 31 a 43 a 5 ab 6.1 ab 6.1 abc 6.1 a
50 34 a 4 ab 54 a 6.7 a 6.7 a 6.7 a
100 31 a 39 ab 51 a 64 a 6.4 ab 64 a
2T 1A 0 1.7 b 24 ¢ 29 ¢ 37 ¢ 49 be 57 a
50 2 b 2.7 bc 33 ¢ 43 ¢ 5.1 abc 6.1 a
100 1.9 b 3 abc 3.6 bc 4.6 bc 5.3 abc 6.1 a
3T:1A 0 19 b 2.7 be 33 ¢ 39 ¢ 5 be 6.1 a
50 1.9 b 2.6 bc 34 ¢ 4 ¢ 46 ¢ 54 a
100 1.9 b 2.7 be 34 ¢ 41 c 47 ¢ 5.7 a
Sustrato sksksk skskosk sk skskosk sksksk ns
Fertilizacion ns ns ns ns ns ns
Sust+Fert ns ns ns ns ns ns

T= turba; A= arena; ***= valor de F altamente significativo (p< 0.01); ns= valor de F no significativo (p> 0.05). Medias con letras iguales no son estadisticamente

diferentes (Tukey, 0.05).

Las plantas que se establecieron en los sustratos con dos y
tres porciones de turba combinado con dos de arenay que se
les aplico fertilizacion diferente, se vieron favorecidas ya que
el total de sus hojas que habian formado durante su cultivo
in vitro las sustituyeron por hojas nuevas, 60 dias después
en comparacion con las plantas establecidas en los sustratos
con una porcion de turba combinado con dos de arena.

Lo anterior denota que la senescencia y posterior pérdida
de las hojas formadas in vitro fue mas lento en las plantas
que se establecieron en un sustrato con mayor proporcion
de turba combinado con arena. La permanencia de las hojas
formadas in vitro por mas tiempo favoreci6 la generacion
de hojas nuevas en la planta.

The plants were established on substrates with two and
three servings of combined peat with two sand and we
applied different fertilization, were favored as the total
of their leaves that had formed during culture in vitro
replaced by leaves new, 60 days later compared to plants
established on substrates with a portion of peat combined
with two of sand.

This indicates that senescence and subsequent loss of
leaves formed in vitro was slower in plants that were
established in a substrate with a higher proportion of peat
combined with sand. The permanence of the sheets formed
in vitro longer favored the generation of new leaves in
the plant.
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Formacion de hojas nuevas en ambiente ex vitro

Durante la aclimatacion, las plantas micropropagadas
generan hojas nuevas con caracteristicas similares a las
plantas que crecen en un ambiente natural. En el caso de las
plantas de Agave americana var. oaxacensis, se observé que
las primeras hojas que se generaron ex vitro, presentaron una
capa ligera de ceras, lo cual les dio una tonalidad grisacea;
ademas comenzaron a adquirir dureza. Sin embargo, estas
hojas aun no habian adquirido las caracteristicas de una
planta que crece en condiciones ambientales naturales. En
esta investigacion, se observo que a partir de la segunda o
tercer hojanueva que se formo ex vitro, presentaron una capa
mas densa de ceras, carnosas, rigidas, duras y presencia de
espinas en los bordes de las hojas (Figura 2), lo cual difiere
de las primeras hojas que generaron las plantas.

Lo anterior denota que el cambio es gradual y conforme
avanzan los dias de aclimatizacion, la planta presenta cambios
en sus hojas como respuesta al proceso de adaptacion. Los
agaves poseen caracteristicas morfologicas, anatomicas y
fisiologicas como el desarrollo de suculencia o engrosamiento
en hojas, cuticula gruesa y el deposito de distintas capas de
ceras sobre la superficie epidérmica y metabolismo CAM,
que les han permitido crecer y desarrollarse en ambientes
poco favorables (Garcia-Mendoza, 2007).

El crecimiento y desarrollo de las hojas va a depender
del tipo de sustrato y disponibilidad de nutrientes. En
base a los analisis de varianza, el factor sustrato tuvo
efectos significativos (p< 0.01) sobre el nimero de hojas
nuevas formadas a los 90, 120, 150, 180, 210 y 240 dias
de aclimatizacion. Mientras que el factor fertilizacion
mostro significancia estadistica en su efecto sobre la
caracteristicamencionada, a partir del dia 180 hastalos 240
dias de aclimatacion. En cambio, la interaccion sustrato-
fertilizacion mostraron efectos significativos sobre el
numero de hojas nuevas formadasalos 150, 180y 240 dias
de aclimatacion (Cuadro 2).

Los anélisis de comparacion de medias mostraron que hubo
diferencia significativa sobre el nimero de hojas nuevas
generadas en las plantas establecidas en los diferentes
tratamientos. A 90 dias de aclimatacion las plantas
establecidas en los diferentes tratamientos habian generado
lamisma cantidad de hojas en promedio (2.18). Sin embargo,
a 180 dias la diferencia entre las plantas fue notoria. Las
que se establecieron en sustrato con dos porciones de turba
combinado con dos de arena y ademas con fertilizacion

Hermila Cruz Garcia et al.

Formation of new leaves in ex vitro environment

During acclimatization, micropropagated plants generate
new leaves with characteristics similar to plants growing
in a natural environment.In the case of plants Agave
americana var. oaxacensis, itwas observed that the first
leaves that were generatedex vitro, showed a light coat
of wax, which gave them a grayish hue; also began to
acquire hardness. However, these leaves had not yet
acquired the characteristics of a plant growing under
natural environmental conditions. In this research, it was
observed that from the second or third new sheet that
formed ex vitro, showed a layer denser waxes, fleshy,
rigid, hard and presence of spines on the edges of the
leaves (Figure 2), which differs from the first leaves that
the plants generated.

Figura 2.Morfologia de hojas nuevas de plantas de A.
americana generadas durante su aclimatizacion en
invernadero.

Figure 2. Morphology of new A. americana plants generated
during acclimatization in greenhouse leaves.

This indicates that the change is gradual and as the days of
acclimatization advance, the plant presents changes in its
leaves inresponse to the adaptation process. The agaves have
morphological, anatomical and physiological characteristics
such as the development of succulence or thickening in
leaves, thick cuticle and deposit of different layers of waxes
on the epidermal surface and CAM metabolism, which
have allowed them to grow and develop in unfavorable
environments (Garcia-Mendoza, 2007).

The growth and development of the leaves will depend on
the type of substrate and availability of nutrients. Based on
the analysis of variance, the substrate factor had significant
effects (p<0.01) on the number of new leaves formed at 90,
120, 150, 180, 210 and 240 days of acclimatization. While
the fertilization factor showed statistical significance in its
effect on the mentioned characteristic, from the day 180 to
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al 100% habian formado el mayor numero de hojas (4.3),
mientras que el menor nimero de hojas (3), lo presentaron
las plantas establecidas en sustratos conuna porcion de turba
combinado con dos de arena sin fertilizacion.

the 240 days of acclimatization. In contrast, the substrate-
fertilization interaction showed significant effects on the
number of new leaves formed at 150, 180 and 240 days of
acclimatization (Table 2).

Cuadro 2. Efecto del sustrato y fertilizacién sobre la formacion de hojas nuevas de A. americana durante su aclimatizacion

en invernadero.

Table 2. Effect of substrate and fertilization on the formation of new leaves of A. american during acclimatization greenhouse.

L, Dias de aclimatizacion
Sustrato Fertilizacion (%)
120 150 180 210 240
IT: 2A 0 2 a 23 b 3 abc 3 ¢ 3.1 ¢ 3.1 e
50 2.1 a 2.4 ab 3 abc 3.6 bc 3.6 ¢ 3.6 de
100 2.1 a 2.6 ab 2.7 ¢ 33 ¢ 3.6 ¢ 3.6 de
2T:1A 0 2.7 a 3.1 a 37 a 4.1 ab 47 ab 4.9 bc
50 24 a 2.7 ab 3.3 abc 34 bc 3.9 be 4.6 ¢
100 2.6 a 3 ab 3.6 ab 43 a 5 a 6 a
3T:1A 0 23 a 2.6 ab 2.9 be 33 ¢ 39 be 43 cd
50 23 a 2.9 ab 3 abc 3.7 abc 4.1 abc 4.6 c
100 2.6 a 3 ab 3.6 ab 4.1 ab 47 ab 5.6 ab
Sustrato sk skskosk sksksk skskosk ek ek
Fertilizacion ns ns ns ol oAk oAk
Sust*Fert ns ns * ok ns *k

T= turba; A= arena; ***= valor de F altamente significativo (p< 0.01); ns= valor de F, no significativo (p> 0.05). Medias con letras iguales no son estadisticamente

diferentes (Tukey, 0.05).

A 240 dias de aclimatacion, las plantas establecidas en los
sustratos con dos y tres porciones de turba combinado con
pocién una de arena y que ademas recibieron fertilizacion
diferente, habian formado 32% mas hojas respecto a las
plantas establecidas en los sustratos conuna porcion de turba
combinado con dos de arena y que recibieron fertilizacion
diferente.

De manera general, se observo que las plantas generaron
mayor cantidad de hojas cuando se aplicéd a nivel de
sustrato la solucion nutritiva con 100% de concentracionde
nutrimentos. Lo que indica que el sustrato no alcanzaa cubrir
las necesidades nutrimentales y que cuando se adiciona
solucion nutritiva, las plantas mejoran su condicion. Esto
concuerda con Enriquez-del Valle et al., (2012), quienes
menciona que al finalizar la etapa de aclimatizacion de
A. angustifolia, el nivel de desarrollo de las plantas y la
acumulacionde N, Py K se incrementaron enrelacion directa
a la concentracion de nutrimentos en la solucidn nutritiva,
hasta el 6ptimo al 66 y 100%.

The mean comparison analyzes showed that there was a
significant difference in the number of new leaves generated
in the plants established in the different treatments. At 90
days ofacclimatization the plants established in the different
treatments had generated the same amount of leaves on
average (2.18). However, at 180 days the difference between
plants was more noticeable. Those that were established in
the substrate with two portions of peat combined with two
of'sand and that also received 100% fertilization had formed
the largestnumber of leaves (4.3), while the smaller number
of leaves (3), the plants established in the substrates with
a portion of peat combined with two of sand that did not
receive fertilization.

At240 days of acclimatization, the plants established in the
substrates with two and three portions of peat combined with
apotionofsand and that also received different fertilization,
had formed 32% more leaves with respect to the plants
established in the substrates with a portion of peat combined
with two of sand and which received different fertilization.
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Conclusiones

Las plantas micropropagadas sustituyen o reemplazan las
hojas formadas in vitro como una estrategia de adaptacion
fisiolégica para su crecimiento y desarrollo, ya que las
hojas nuevas formadas en condiciones ex vitro adquieren
caracteristicas fenotipicas que caracterizan a la especie
de agave. La disponibilidad de nutrimentos determina el
recambio de las hojas, en este caso el aporte de materia
organica en mayor cantidad, mediante un sustrato como la
turbay la fertilizacion adicional, favorece larelacion entre
perdida y formacion de hojas haciéndola gradual.
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In general, it was observed that the plants generated more
leaves when the nutrient solution with 100% concentration
of nutrients was applied to them at the substrate level. This
indicates that the substrate does not cover nutritional needs
and that when anutrient solution is added, the plants improve
their condition. This is consistent with Enriquez-del Valle
et al. (2012), who mentions that at the end of the stage of
acclimatization of 4. angustifolia, the level of plant growth
and accumulation of N, P and K increased in direct relation
to the concentration of nutrients in the nutrient solution, to
the optimum at 66 and 100%.

Conclusions

The micropropagated plants supersede or replace the sheets
formed in vitro as a physiological adaptation strategy
for growth and development, as saying the new leaves
formed in ex vitro conditions acquire phenotypic features
that characterize the species of agave. The availability of
nutrients determines the replacement of the leaves, in this
case the contribution of organic matter in greater quantity,
through a substrate such as peat and additional fertilization,
favors therelationship between loss and formation ofleaves
making it gradual.
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