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Sustrato y dosis de fertirriego en la aclimatizacion
de vitroplantas de Agave americana var. oaxacencis

Substrate and fertigation doses on acclimatization of
micropropagated Agave americana var. oaxacensis plants

José Raymundo Enriquez del Valle, Anabey Estrada Silias, Gerardo Rodriguez Ortiz,
Vicente Arturo Velasco Velasco, Gisela Virginia Campos Angeles
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RESUMEN

Con lafinalidad de asegurar la adaptacion
en invernadero de plantas de Agave americana
var. oaxacensis obtenidas in vitro, se evalud el
efecto de sustratos y dosis de fertirriego en la
aclimatizacion y crecimiento de 180 plantas.
Este trabajo se realiz6 en un invernadero del
Instituto Tecnolégico del Valle de Oaxaca,
México, a principios de 2012. Se utilizaron
plantas recién salidas del laboratorio. El
experimento se establecidé segun el disefio
completamente al azar con arreglo factorial 2
(sustratos: arena y perlita) x 5 (fertilizacion: 1, 25,
50, 75y 100%). La unidad experimental fue una
planta en un recipiente de plastico de 150 cm?
con 18 repeticiones. La fertilizacion se baso6 en la
solucion universal de Steiner y diariamente cada
planta recibié a nivel de sustrato 10 mL durante
12 semanas. Se evaluo el crecimiento en hojas,
tallo y raiz, realizando analisis de varianza y
prueba de medias (Tukey, a = 0,05). Todas las
plantas se adaptaron, pero aquellas plantas
establecidas en perlita lograron los mejores
crecimientos en area foliar, volumen de raiz,
peso fresco total, materia seca de raiz y total de
planta. El tamanio de las plantas al término de su
aclimatacion estuvo en relacion con la cantidad
de nutrimentos de la solucion nutritiva.

Nota cientifica

ABSTRACT

In order to ensure adaptation in the
greenhouse of Agave americana var. oaxacensis
plants obtained in vitro, the effect of media and
fertigation dose on acclimatization and growth
of 180 plants were evaluated. This work was
conducted in a greenhouse at the Instituto
Tecnologico del Valle de Oaxaca, Mexico, in
early 2012. Plants were fresh from the laboratory.
The experiment was established according to
completely randomized design and factorial
arrangement with 2 (substrates: sand and
perlite) x 5 (fertilization: 1, 25, 50, 75 and 100%).
The experimental unit was a plant in a plastic
container of 150 cm?® with 18 replications.
Fertilization was based on the universal Steiner's
solution, and daily, each plant received 10 mL
at substrate level for 12 weeks. Growth was
evaluated in leaves, stems and roots, performing
analysis of variance and Tukey's test (a = 0.05).
All plants were adapted, but those plants which
grew in perlite achieved the best growth on leaf
area, root volume, total fresh weight and root
dry matter and total biomass. The size of the
plants at the end of the acclimatization stage
was related to the amount of nutriments in the
nutrient solution.

Division de Estudios de Posgrado e Investigacién. Instituto Tecnoldgico del Valle de Oaxaca.
Domicilio conocido, Ex Hacienda de Nazareno, Xoxocotlan, Oaxaca, México. C. P. 71230.

jenriquezdelvalle@yahoo.com

341



J. R. Enriquez del Valle et al.

Palabras clave Keywords
aclimatizacion « Agave americana acclimatization « Agave americana
« fertilizacion ¢ micropropagacion ¢ « fertilizer < micropropagation ¢ plant
nutricion vegetal nutrition

INTRODUCCION

La propagacion in vitro es una alternativa para producir gran cantidad de plantas
en un periodo corto, y una alternativa para la preservacion y recuperacion de especies
que han disminuido significativamente sus poblaciones, debido al aprovechamiento
excesivo sin planes de manejo (12). Hay referencias sobre la propagacion clonal in vitro
de varias especies de agave: A. fourcroydes Lem. (2, 11, 15); A. tequilana Weber (20),
A cocui Trelease (16). En la mayoria de estos trabajos se describen con detalle
los procedimientos de cultivo in vitro, mientras que se ha investigado menos la
transferencia de las plantas a condiciones ex vitro y el desemperio de las plantas en
condiciones de vivero y campo.

En todos los esquemas de micropropagacion, la aclimatizacion es la etapa final
necesaria cuando las plantas propagadas se transfieren a contenedores con sustrato
y en condiciones de invernadero, con la finalidad de adaptarse gradualmente a
nuevas condiciones ambientales de humedad relativa, intensidad de luz, fluctuaciones
de temperatura, limitado abastecimiento de nutrimentos y constante estrés por
patdgenos ( 3, 6, 13, 14).

La supervivencia de las plantas micropropagadas durante el periodo de
aclimatizacion también depende de sus peculiaridades fisioldgicas, estructurales y
anatomicas resultantes de su desarrollo in vitro (4). La aclimatizacion debe garantizar
que el mayor numero de plantas sobreviva al proceso y conserven buena calidad
sanitaria y fisiologica, condiciones importantes para que asuman crecimiento vigoroso
cuando se transfieran al suelo (10).

Agave americana var. oaxacensis es una especie apreciada como materia prima
para elaborar una bebida destilada denominada mezcal. Esta especie silvestre o
cultivada en cantidades reducidas ha sido aprovechada excesivamente sin aplicar
programas de manejo, por lo que sus poblaciones se han reducido.

Actualmente, se realizan actividades para propagar esta especie mediante el
cultivo de tejidos vegetales, por lo que se requiere desarrollar procedimientos para la
transferencia de las plantas de in vitro a ex vitro (5). Por lo expuesto anteriormente,
cabe sefialar que el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del sustrato y
dosis de fertirriego en el crecimiento inicial y aclimatizacion en invernadero de plantas
de Agave americana var. oaxacensis micropropagadas.
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MATERIALES Y METODOS

Tratamientos y disefio experimental

Las plantas se obtuvieron del "Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales"
y se establecieron durante 2012 en el invernadero de aclimatizacion del Instituto
Tecnoldgico del Valle de Oaxaca, México, cuya ubicacién geografica es la siguiente:
17°02' Latitud Norte, 96°44' Longitud Oeste vy altitud de 1530 m. s. n. m.

El experimento se establecié segun el disefio completamente al azar con arreglo
factorial 2x5, esto es, dos tipos de sustratos -arena y perlita- y cinco dosis de fertilizacion
basandose en la solucion universal de Steiner (18): 1, 25, 50, 75 y 100% (diluciones).
La unidad experimental se representd por una planta en un recipiente de plastico de
150 cm?®y hubo 18 repeticiones por tratamiento. Las 180 plantas de Agave americana var.
oaxacensis recién salidas de laboratorio se mantuvieron por 12 semanas en invernadero;
durante este tiempo se les proporcioné diariamente riegos intermitentes por nebulizaciéon
de 10 s, cada 12 min de las 11:00 a las 14:00 h. Posterior al periodo de nebulizacion,
se aplicaron a nivel de sustrato 10 mL/planta, de alguna dilucion (1, 25, 50, 75y 100%)
de solucién nutritiva, a las que se ajusté el pH a 5,8.

Los sustratos utilizados fueron: arena, que son particulas de mineral de SiO,,
con tamano entre 0,5 y 2,0 mm de diametro, capacidad de retencién de agua de 56%
aproximadamente y densidad aparente de 1,6 g cm™(9). La perlita es un silicato de aluminio
de origen volcanico, con granulo de color blanco a grisaceo de 1,0 a4,0 mm. La porosidad
va de 34 a 65%, por lo que presenta excelente capacidad de aireacion y baja densidad
(0,125 g cm®). Retiene la humedad en 63% en promedio. El pH varia de 6,5a 7,5 (1, 9).

Variables evaluadas

Después de 12 semanas de aclimatizacién, se tomaron al azar ocho
plantas/ tratamiento, en las cuales se cuantificaron las variables siguientes: numero
de hojas, longitud de la hoja mas grande (cm), diametro del tallo (mm), volumen
de raiz (cm?®), area foliar (cm?), numero de raices primarias, longitud de la raiz mas
larga (cm), peso fresco (g) y materia seca (mg) de parte aérea (hojas+tallo), raiz y
total. Se utilizd vernier Scala 222A® (Gimbel Mexicana S. A. de C. V., México, D. F.)
para la medicion de diametros; regla graduada para la medicién de longitudes; probeta
de 10 mL graduada para determinar volumen por desplazamiento en agua. El area
foliar se cuantifico al colocar el conjunto de hojas en un acetato, del que se obtuvo una
fotocopia; las imagenes de las hojas se recortaron y pesaron en balanza analitica y
este peso se compard con el correspondiente de un trozo de papel de la misma calidad
y de area conocida. Para los pesos, se us6 una balanza analitica Sartorius® modelo
SAR TALENT1 (Miami, FLA, USA). Para secar la parte aérea y raiz de cada planta,
estas se pusieron por separado en bolsas de papel, las que se colocaron durante
72 h en estufa modelo Shel Lab FX14® (Cornelius, OR., USA.) a 70°C.

En todas las variables evaluadas se realizé analisis de varianza y prueba de
medias (Tukey, 0,05). Para las rutinas de analisis estadistico se utilizé el paquete
Statistical Analysis System (17).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo, las plantas de Agave americana var. oaxacensis obtenidas
in vitro, tuvieron en promedio 7 cm de altura, 5 hojas y tallo de 0,5 cm de diametro,
cuando se transfirieron del medio de cultivo a macetas con sustratos de perlita y de
arena. Transcurridas las doce semanas del periodo de aclimatizacion se obtuvo que
las dosis de fertilizacion y el sustrato tuvieron efecto en la magnitud de crecimiento
de las plantas (tablas 1y 2).

Tabla 1. Efecto del sustrato y la fertilizacidn en hoja, tallo y raiz de Agave americana.
Table 1. Effect of substrate and fertilization on leaf, stem and root of Agave americana.

Factor NH LHG (cm) DT (cm) AF (cm?) NRP VR (cm?)
Sustrato
Arena 72a 12,5a 1,3a 499b 7,8 a 1,7b
Perlita 74 a 12,4 a 1,3a 57,2 a 70b 3,6a
Fertilizacion (%)
1 6,1c 9,6 b 11b 295¢c 59d 14c¢
25 6,9b 11,7 ab 1,2 ab 50,9 b 6,7 cd 24b
50 73b 12,5 ab 1,3 ab 55,1b 7,4 bc 2,7b
75 76b 13,6 ab 1,4 ab 56,9 b 8,3 ab 2,8b
100 8,6 a 15,27 a 1,6a 75,3 a 8,8a 41a

NH = numero de hojas; LHG = longitud de la hoja mas grande; DT = diametro del tallo; AF = area foliar;
NRP = nimero de raices primarias; VR = volumen de la raiz. En cada columna y tipo de factor, medias
con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0,05).

NH = number of leaves; LHG = length of bigger leaf; DT = stem diameter; AF = foliar area;
NRP = number of primary roots; VR = root volume. In each column and factor, means with the same
letter are not statistically different (Tukey, 0.05).

Tabla 2. Efecto del sustrato y la fertilizacion en el peso fresco y seco de Agave americana.
Table 2. Effect of susbtrate and fertilization on fresh and dry weight of Agave americana.

Peso fresco (g) Materia seca (mg)
Factor Hojas Raiz Total Hojas Raiz Total
tallo tallo
Sustrato
Arena 8,1a 2,0a 10,1b 668 a 248 b 916 b
Perlita 9,5a 3,3a 12,8 a 722 a 308 a 1030 a
Fertilizacion (%)

1 3,9d 1,3e 52d 370c 170 ¢ 540 ¢

25 8,1c 2,5d 10,7 c 655 b 255 b 910 b
50 8,9 bc 27c 11,6 bc 725b 285b 1010 b
75 9,6 b 29b 12,5b 770 b 300 b 1070 b
100 13,5a 39a 17,4 a 965 a 380 a 1345 a

En cada columna y tipo de factor, medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0,05).

In each column and factor, means with the same letter are not statistically different (Tukey, 0.05).
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Los analisis estadisticos mostraron que el factor fertilizacion tuvo efectos altamente
significativos (p < 0,01) en volumen de raiz, longitud de la raiz mas larga, numero de
hojas, area foliar, nUmero de raices primarias, pesos frescos y materia seca acumulada
de laraiz, de la parte aérea y total de la planta. El factor sustrato tuvo efectos altamente
significativos (p <0,01) en el volumen de la raiz, longitud de la raiz mas larga, peso fresco
y materia seca acumulada en la raiz, peso fresco de la parte aérea y total de la planta
(tablas 1y 2, pag. 344). Las plantas en el sustrato perlita tuvieron area foliar, volumen de
raiz (tabla 1, pag. 344), peso fresco y materia seca (tabla 2, pag. 344) significativamente
mayores que las plantas en el sustrato arena (Tukey, p = 0,05). Por el contrario, las
plantas en la arena tuvieron significativamente mayor cantidad de raices primarias. En
cuanto al numero de hojas, longitud de la hoja mas larga y diametro del tallo, las plantas
en cualquiera de los sustratos no mostraron diferencias significativas (tabla 1, pag. 344).

Con respecto al factor fertilizacion, se observé que a medida que las plantas tuvieron
mayor disponibilidad de nutrimentos a través de la solucion nutritiva, éstas mostraron
significativo crecimiento adicional de hoja, tallo y raiz (tablas 1y 2, pag. 344). Lo anterior
pudo deberse a que las plantas al asimilar mayor cantidad de nutrimentos, tuvieron mayor
capacidad de sintesis de compuestos estructurales y metabdlicos, lo que se tradujo en
mayor crecimiento. Asi, la fertilizacién proporcioné mayor disponibilidad de nutrimentos
minerales a las plantas, por lo que pudieron aumentar su capacidad fotosintética para
la fijacion de CO, y la acumulacion de biomasa (19).

Lainteraccion dosis de fertilizacion y sustrato mostré efectos altamente significativos
(p=<0,01) en volumen de raiz, longitud de la raiz mas larga, nimero de hojas, peso fresco
de raiz, numero de raices primarias y peso fresco total de la planta (tabla 3 y 4, pag. 346).

Todas las plantas establecidas en ambos sustratos se adaptaron y mostraron
crecimiento continuo durante las 12 semanas de aclimatacion, pero el tamafio que estas
plantas alcanzaron al final de dicha etapa fue afectado por la cantidad de nutrimentos
que tuvieron a disposicién, ya que al recibir dosis creciente de nutrimentos alcanzaron
mayor tamano. Resultados similares fueron descritos por Enriquez et al. (8) en plantas
de A. angustifolia micropropagadas, que para su aclimatizacion en invernadero se
establecieron durante 70 dias en macetas con sustratos inertes, perlita o vermiculita
y se les aplicé fertirriego.

Las plantas establecidas en los sustratos arena y perlita que se fertirrigaron
con dosis de 1% de concentracion de nutrimentos tuvieron 5,5 y 6,6 hojas; 9,8 y
9,3 cm de longitud de la hoja; 26,1 y 32,7 cm? de area foliar (tabla 3, pag. 346), asi
como 530 y 550 mg de materia seca total (tabla 4, pag. 346), respectivamente. Las
plantas en los mismos sustratos pero que se fertirrigaron a 100% de concentracion
de nutrimentos, fueron significativamente mas grandes (Tukey, 0,05), pues tuvieron
respectivamente, 8,5 y 8,7 hojas; de 14,7 y 15,1 cm de longitud; 70,43 y 80,11 cm?
de area foliar (tabla 3, pag. 346), 1150 y 1540 mg de materia seca acumulada total
(tabla 4, pag. 346). Vale decir que conforme las plantas recibieron dosis crecientes
de nutrimentos, tuvieron mayor peso fresco y acumularon mas materia seca en la
parte aérea, raiz y total.
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Tabla 3. Caracteristicas de plantas de Agave americana micropropagadas que se
sometieron durante 84 dias de aclimatizacion a diferentes sustratos y dosis
de fertilizacion.

Table 3. Characteristics of micropropagated Agave americana plants subjected
for 84 days of acclimatization to different substrates and fertilization dose.

TRAT LHG DT AF VR
s  F NH (cm) (cm) (cm?) NRP (cm3)
Arena 1 5,50d 9,88 a 1,15 a 26,21e 59c 1,0e
Perlita 1 6,62 cd 9,30 a 1,06 a 32,74 de 59c 1,8 de
Arena 25 6,75 bcd 11,71 a 1,20 a 49,65 cd 6,5 bc 14e
Perlita 25 7,12abcd 11,65 a 1,28 a 52,18 bc 6,8 bc 3,3 bc
Arena 50 7,50 abc 12,38 a 1,25 a 50,06 cd 7,8 abc 1,7 de
Perlita 50 7,12abcd 12,53 a 1,31 a 60,04 abc 7,0 bc 3,6 cd
Arena 75 7,75 abc 14,02 a 1,41 a 53,10 bc 9,0 ab 1,8 de
Perlita 75 7,37 abc 13,25 a 1,38 a 60,75 abc 7,5 abc 3,8b
Arena 100 8,50 ab 14,77 a 1,72 a 70,43 ab 99a 2,6 cd
perlita 100 8,75a 15,08 a 1,42 a 80,11 a 7,6 abc 55a

En cada columna, medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0,05).
TRAT = tratamiento; S = sustrato; F = dosis de fertilizacion; NH = nimero de hojas; LHG = longitud
de la hoja mas grande; DT = diametro de tallo; AF = area foliar; NRP = numero de raices primarias;
VR = volumen de raiz.

In each column, means with the same letter are not statistically different (Tukey, 0.05). TRAT = treatment;
S = substrate; F = fertilization dose; NH = number of leaves; LHG = length of bigger leaf; DT = stem diameter;
AF = foliar area; NRP = number of primary roots; VR = root volume.

Tabla 4. Pesos frescos y materia seca acumulada en la parte aérea, raiz y total de
las plantas de Agave americana var oaxacensis micropropagadas cuando
habian transcurrido 84 dias de la etapa de aclimatizacion.

Table 4. Fresh weight and accumulated dry matter of aboveground part, root and
total of micropropagated Agave americana var oaxacensis plants when
84 days of acclimatization stage had passed.

TRAT Peso fresco (g) Materia seca (mg)
s F Parte Raiz Total Parte Raiz Total
aérea aérea

Arena 1 3,84d 1,16 d 505e 360 c 170 c 530d
Perlita 1 4,05d 1,44 d 549e 380 c 170 ¢ 550 cd
Arena 25 7,90 c 1,88 cd 9,78 d 650 bc 230 bc 880 bc
Perlita 25 8,32 ¢c 3,06 b 11,38 bed 660 bc 280 bc 940 bed
Arena 50 7,96 c 2,02 cd 9,98 d 750 b 250 be 1000 b
Perlita 50 9,78 bc 3,43 b 13,21 abcd 700 be 320 b 1020 b
Arena 75 8,78 ¢ 2,05 cd 10,83 cd 760 ab 260 bc 1020 b
Perlita 75 10,41 bc 3,67b 14,08 abcd 780 ab 340 ab 1120 b
Arena 100 12,20 ab 2,76 bc 14,96 b 820 ab 330 ab 1150 ab
Perlita 100 14,83 a 5,00 a 19,83 a 1110 a 430 a 1540 a

En cada columna, medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0,05).
TRAT = tratamiento; S = sustrato; F = dosis de fertilizacion; A = arena; P = perlita

In each column means with the same letter are not statistically different (Tukey, 0.05). TRAT = treatment;
S = substrate; F = fertilization dose; A = sand; P = perlite.
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Resultados similares se encontraron en plantas de A. angustifolia Haw.
micropropagadas, aclimatizadas durante 70 dias en invernadero en contenedores
con sustrato perlita y posteriormente con mezclas de arena-compost en vivero. Se
encontro, al igual que en esta investigacion, que las plantas que recibieron solucién
nutritiva tuvieron crecimiento superior que las no fertirrigadas, aun cuando ambos tipos
de plantas hubieran estado en sustratos con contenido alto de materia organica (7).

CONCLUSIONES

Todas las plantas de Agave americana var. oaxacensis obtenidas in vitro que
se establecieron en macetas con sustratos de perlita o arena, en condiciones de
invernadero para su aclimatizacién durante 84 dias, al término de este tiempo todas
se adaptaron. Las plantas en perlita mostraron los mejores crecimientos en area
foliar (57,2 cm?), volumen de raiz (3,6 cm?®), peso fresco total de planta (12,8 g),
biomasa de raiz (308 mg) y biomasa total de planta (1030 mg).

El tamafo que obtuvieron las plantas al término de su aclimatacién estuvo
en relacién con la cantidad de nutrimentos en la solucion nutritiva, esto es, que el
incrementd en la concentracion de la solucion nutritiva en 1, 25, 50, 75y 100%, tomando
como referencia el 100% la Solucion Universal de Steiner, genero efectos significativos
en todas las variables evaluadas independientemente del sustrato utilizado.
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