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RESUMEN

Las especies del género Agave se usan para obtener fibras y azdcares.
En Oaxaca, México, hay 10 mil hectéreas cultivadas con diversas especies
de este género, y 80 % de esta area es cultivada con A. angustifolia Haw.
Las plantaciones se establecen con plantas propagadas asexualmente,
provenientes de estructuras como vastagos de rizomas, bulbilos de
inflorescencias y plantas obtenidas mediante micropropagacion. El ambiente
de cultivo in vitro afecta las caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas de
las plantas micropropagadas y su adaptacion a las condiciones ex vitro.
El objetivo de este estudio fue determinar la influencia del ambiente de
incubacion y del sustrato utilizado para la aclimatacién de las plantas de
A. angustifolia obtenidas in vitro sobre su supervivencia, caracteristicas
morfolégicas y crecimiento. Brotes adventicios se enraizaron en laboratorio
con iluminacion LED. Las plantas regeneradas se cultivaron durante 31 dias
en dos ambientes de incubacidn, laboratorio con iluminacién LED o estructura
de sombra parcial. Para su aclimatacion, las plantas se transfirieron a
sustratos que contenian turba (T) y perlita (P) en proporciones 50T:50P,
25T:75P y 0T:100P, permaneciendo durante 65 dias dentro una estructura con
sombra parcial y 30 dias en un vivero. Después de 65 dias de aclimatacion,
100 % de las plantas provenientes tanto de los cultivos in vitro, incubados
tanto en la estructura de sombra parcial como en el laboratorio, sobrevivieron
cuando se establecieron en el sustrato 50T:50P. Al término de la aclimatacion,
las plantas originadas de cultivos incubados en la estructura de sombra
parcial, que crecieron en el sustrato 0T:100P, tuvieron mayor diametro de tallo,
numero de raices, volumen de raices, peso seco aéreo y de raiz, y menor altura,
namero de hojas y area foliar que las plantas provenientes de cultivos in vitro
incubados en el laboratorio.

Palabras clave: Agave angustifolia, iluminacion  LED,
micropropagacion, sustratos

SUMMARY

Agave species are used to obtain fibers and sugars. In Oaxaca, Mexico,
there are 10 thousands hectares cultivated with various species of this genus,
and 80 % of this area is cultivated with A. angustifolia Haw. Plantations
are established with asexually propagated plants, coming from structures
such as rhizome sections, inflorescence bulbils and plants obtained by
micropropagation. The in vitro culture environment affects the physiological
and morphological characteristics of micropropagated plants, and their
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adaptation to ex vitro conditions. The aim of this study was to determine
the influence of the incubation environment and the substrate used for the
acclimatization of A. angustifolia plants obtained in vitro, on their survival,
morphological characteristics and growth. Adventitious shoots were rooted
in the lab with LED lighting. Regenerated plants were grown for 31 days in
two incubation environments, laboratory with LED lighting or partial shade
structure. For acclimation, the plants were transferred to substrates containing
peat (T) and perlite (P) in proportions 50T:50P, 25T:75P and OT:100P, remaining
for 65 days in a structure with partial shade and 30 days in a nursery. After
65 days of acclimatization, 100 % of the plants from both in vitro cultures
incubated in the partial shade structure and in the laboratory, survived when
they were established in 50T:50P substrate. At the end of acclimatization,
plants originating from cultures incubated in the partial shade structure,
which grew in the OT:100P substrate, had larger stem diameter, number of
roots, root volume, aerial and root dry weight, and lower height, number of
leaves and leaf area than plants from in vitro cultures incubated in laboratory.

Index words: Agave angustifolia, LED lighting, micropropagation,
substrates

INTRODUCCION

Enelestadode Oaxaca, México, el Agave angustifolia Haw.
ocupa 80 % de las 10 mil ha cultivadas con agaves. De esta
especie se obtienen fibras y azlcares, y es materia prima
para elaborar mezcal (Jarquin-Rosales et al,, 2022). Las
plantaciones de A. angustifolia se establecen con plantas
obtenidas de propagulos vegetativos, como vastagos
de rizomas y bulbilos de inflorescencia (Enriquez, 2008;
Garnica-Garcia et al., 2020; Sanchez et al., 2020). También
se han desarrollado protocolos para la micropropagacion
de A. angustifolia (Arzate-Fernandez et al., 2016; Enriquez
et al., 2005; 2018), asi como en A. tequilana (Valenzuela-
Sanchez et al, 2006), A. fourcroydes (Abreu et al.,, 2007;
Garriga et al, 2010), A. sisalana (Nikam et al., 2003) y A.
potatorum (Bautista-Castellanos et al., 2020).

En los esquemas de micropropagacion, las plantas son
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transferidas en la etapa de aclimatacion de las condiciones
in vitro a contenedores con sustrato y ambiente de
invernadero, para que éstas desarrollen caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas que les permitan adaptarse
al ambiente ex vitro y reinicien su crecimiento. Durante la
aclimatacion se controlan condiciones ambientales como:
1) sustrato, que debe tener buen drenaje y retencion de
humedad para permitir el desarrollo de raices eficientes
para la absorcion de nutrientes y agua (Sanchez et al,
2020); 2) humedad relativa, que debe ser alta al inicio de la
aclimatacion y en el transcurso de 90 dias debe reducirse
en forma gradual; 3) temperatura, en el intervalo de 15 a 28
°C; 4) radiacion solar, que al inicio de la aclimatacion debe
ser baja (300-400 pmol foton m2s7)y en el transcurso de
la misma se incrementa gradualmente (Enriquez-del Valle
et al, 2016); 5) abastecimiento nutrimental, en plantas
de A. angustifolia micropropagadas se ha determinado
que la cantidad de nutrimentos proporcionados mediante
fertirriego debe ser de acuerdo con el sustrato utilizado
(Enriquez, 2018; Enriquez-de Valle et al., 2009; 2021). Dado
que los ambientes in vitro y ex vitro son contrastantes,
debe haber una adecuada transicién de las condiciones
que predominan in vitro a las del invernadero o campo
(Enriquez-del Valle et al., 2021).

Cruz et al. (2017) observaron que las plantas de Agave
americana var. oaxacensis micropropagadas tenfan
hojas delgadas de consistencia herbacea y flacidas al
inicio de su aclimatacién, y durante las primeras tres a
cuatro semanas de este periodo no crecieron, e incluso
disminuy¢ la cantidad de hojas, debido a la senescencia
gradual y muerte de las hojas que la planta habia formado
in vitro. Las hojas fueron reemplazadas por otras nuevas,
mas grandes en longitud, ancho y grosor, de consistencia
herbacea pero mas rigidas y caracteristicas relacionadas
con su adaptacion. En las hojas que murieron no ocurrieron
los cambios morfoldgicos y fisiolégicos que implica la
adaptacién al ambiente ex vitro.

En Musa (Da Silva et al., 2005) y Agave americana var.
oaxacensis (Miguel et al., 2013), los brotes regenerados
fueron enraizados in vitro en presencia de radiacién solar
disminuida al 50 % mediante malla sombra, para su pre-
aclimatacion. Cuando las plantas se extrajeron del cultivo
invitroy se establecieron en sustrato e invernadero para su
aclimatacion, mayor nimero de éstas sobrevivio; la mayor
parte de sus hojas fueron menos propensas a senescencia
y tuvieron mayor actividad fotosintética y cuticula cerosa.

El objetivo de este estudio fue determinar la influencia
del ambiente de incubacion y del sustrato utilizado para la
aclimatacion de las plantas de A. angustifolia obtenidas in
vitro, sobre su supervivencia, caracteristicas morfoldgicas
y crecimiento.

292

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 46 (3) 2023

MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental y material genético

El estudio se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales y en una estructura con sombra parcial, del
Instituto Tecnoldgico del Valle de Oaxaca, localizado en el
municipio de Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca, México.

Brotes de A. angustifolia de 3.5 a 45 cm de altura,
obtenidos por organogénesis, se colocaron en frascos de
160 cm? (dos brotes por frasco) con 20 mL de medio de
cultivo para inducir la formacion de raices.

Medio de cultivo y manejo del material en laboratorio

El medio de cultivo contenfa las sales basales de
Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962) al 100 %, 1
mg L' de tiamina, 100 mg L' de myo-inositol, 26 g L' de
sacarosay 1 mg L™ de &cido indol-3-acético (AlIA). El pH se
ajusto a 5.8 antes de agregar 5.7 g L™ de agar. Los cultivos
se incubaron cuatro semanas en el laboratorio con 16 h
de iluminacion LED (35 pmol fotén m? s™) y temperatura
entre 16 y 28 °C. Durante este tiempo todos los brotes
formaron raices adventicias y posteriormente se separaron
en dos grupos, cada uno de 90 plantas. El primer grupo
continué su desarrollo en las condiciones de laboratorio
descritas, y el segundo se llevé a una estructura donde
estuvieron expuestas a fotoperiodo natural con radiacién
solar disminuida mediante malla sombra (estructura con
sombra parcial) en la cual alas 12:00 h del dia la intensidad
fue de 400 pmol fotdn m? s'. Bajo estas condiciones
las plantas en cultivo in vitro permanecieron 31 dias;
después de este tiempo, las plantas micropropagadas
en ambas condiciones de incubacion (180) se extrajeron
de los frascos y se lavaron con agua potable para retirar
residuos del medio de cultivo. Diez plantas de cada grupo
se eligieron al azary se evalud su altura, cantidad de raices
y nimero de hojas desplegadas. Los datos de ambos
grupos se compararon mediante la prueba de t de Student
para dos muestras independientes (t, P < 0.05).

Etapa de aclimatacion

Todas las plantas para su aclimatacion se transfirieron
a charolas de 54 x 28 x 6 cm divididas en 50 cavidades
de 70 cm?® que contenian mezclas de turba (T) y perlita
(P), en tres proporciones diferentes: 50:50, 25:75 y 0:100.
Se establecid una planta en cada cavidad y 30 plantas por
tratamiento. Las plantas en charolas estuvieron 65 dias
dentro de una estructura con sombra parcial con 80 a 90
% de humedad relativa y radiacion solar que al medio dia
era de 300 a 400 pmol m? s, Las plantas se irrigaron dos
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veces al dia de manera intermitente (12 s con intervalos
de 10 min) por nebulizacién y dos veces por semana se
les aplico solucion nutritiva Steiner (1984) al 50 % de su
concentracion.

A partir del dia 66 y hasta el dia 95, las plantas de todos
los tratamientos se colocaron en un vivero con radiacion
solar disminuida a 40 % (640 pmol fotén m? s™') mediante
una malla sombra, temperatura de 14 a 28 °C y humedad
relativa de 60 %. Las plantas ya no recibieron riego por
nebulizacion, pero si a nivel sustrato.

Diseno y unidad experimental

El experimento se establecié bajo un disefo
completamente al azar con arreglo factorial 2 x 3 (dos
condiciones de incubacion y tres mezclas de sustrato),
generando seis tratamientos. La unidad experimental fue
una planta. Los porcentajes de supervivencia se calcularon
con base en las 30 plantas separadas en seis unidades
experimentales de cinco plantas en cada tratamiento.

Variables evaluadas

Se tomaron datos en tres fechas: 1) al inicio de la
aclimatacion se cuantificod la altura en cm, nimero de
hojas y nimero de raices; 2) en el dia 65 de aclimatacion,
cuando las plantas se transfirieron de la estructura con
sombra parcial al vivero, se tomaron datos de las variables
citadas, y en cada tratamiento se determiné el porcentaje
de plantas que sobrevivieron y el ancho de la hoja mas
grande en mm; 3) alos 95 dias de aclimatacion, ademas de
las variables antes mencionadas, se registro el diametro de
tallo en mmy la longitud de raiz en cm, y a seis plantas de
cada tratamiento se les determind el volumen de la raiz en
cm?® por desplazamiento de agua en una probeta de 25 mL.
En esta etapa no se evalué el porcentaje de supervivencia
porque ya no ocurrio mortandad de las plantas. En seis
plantas por tratamiento se determind el area foliar en
cm?, las hojas se desprendiendo del tallo, se digitalizo su
imagen y ésta se proceso en el software Imaged (Microsoft
Java 1.1 4, https://imagej.net/ij/features.html); también se
determind el peso seco de la raiz y de la parte aérea (tallo
+hojas) ambas en g.

La altura, diametro de tallo, nimero de hojas, ancho
de la hoja mas grande, nimero de raices, longitud de la
raiz mas larga se evaluaron en 12 plantas (repeticiones)
por tratamiento tomadas al azar. La determinacion del
volumen de raiz, peso seco de raiz, peso seco aéreo (tallo
+ hojas) y éarea foliar se llevd cabo en seis plantas por
tratamiento.
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Analisis estadistico

Los datos se sometieron a andlisis de varianza y
comparaciéon de medias mediante la prueba de Tukey
(P < 0.05). Para analizar los porcentajes de plantas que
sobrevivieron, los datos se transformaron con la funcion
arcoseno. Las rutinas de los analisis estadisticos se
realizaron con el programa computacional Sistema de
Andlisis Estadistico (SAS Institute, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las primeras plantas micropropagadas de Agave
angustifolia se obtuvieron en 1986, éstas se transfirieron
a contenedores con sustrato y aclimataron durante 60
dias en invernadero, después estuvieron un afio en vivero
y luego se establecieron en campo (Enriquez, 2008). La
micropropagacion de Agave angustifolia se ha realizado
mediante embriogénesis somadtica (Arzate-Fernandez
et al., 2016), en Agave potatorum se indujo la formacion
de brotes adventicios en medios de cultivo semisélidos
(Bautista-Castellanos et al, 2020); en A. tequilana, se
indujo la embriogénesis somatica en medios de cultivo
liquidos utilizando sistemas de inmersion temporal
(Portillo y Santacruz-Ruvalcaba, 2006); lo anterior muestra
que es posible aplicar innovaciones en las diversas
etapas de micropropagacioén para mejorar la eficiencia de
propagacion, supervivencia y calidad de las plantas.

Las plantas de agave obtenidas de cultivos in vitro
incubados en el laboratorio y las plantas obtenidas
de cultivos in vitro incubados en una estructura de
sombra parcial, al inicio de la aclimatacién mostraban
caracteristicas morfoldgicas significativamente diferentes
(t, P <0.05), 7.0y 59 cm de altura, 3.0 y 2.5 raices, 2.3y
2.1 hojas desplegadas, respectivamente. A los 65 dias de
aclimatacion, del 86.6 a 100 % de las plantas provenientes
de los cultivos in vitro incubados en laboratorio con
iluminacion LED (Figura 1A) y de 80 a 100 % de las
plantas provenientes de cultivos in vitro incubados en una
estructura de sombra parcial (Figura 1B) se aclimataron al
ambiente ex vitro (Figura 10).

Los analisis de varianza indicaron que el ambiente de
incubacion (Al) del que provenian las plantas tuvo efecto
significativo sobre la altura de la planta, mientras que el
tipo de sustrato afectd significativamente el numero de
hojas, altura de la planta y ancho de la hoja. La interaccién
entre el ambiente de incubacién in vitro y sustrato de
aclimatacion tuvo efecto significativo sobre el nimero de
hojas (Cuadro 1). Todas las plantas provenientes de cultivos
in vitro incubados en laboratorio o en una estructura de
sombra parcial, que se transfirieron al sustrato 50T:50P,
se adaptaron a las condiciones ex vitro (Cuadro 2). Las
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plantas obtenidas de cultivos in vitro incubados en una
estructura de sombra parcial, establecidas en el sustrato
25T:75P, sobrevivieron en un 80 % después de 65 dias de
aclimatacion. Las plantas de los diversos tratamientos
tuvieron de 4.0 a 5.1 hojas, de 8.6 a 11.1 mm de ancho de
lahojayde11.0a14.6 cm de altura de la planta (Cuadro 2).

A los 95 dias de aclimatacion en vivero (expuestas a
mayor irradiancia), el ambiente de incubaciéon del que
provenian las plantas tuvo efectos altamente significativos
en el nimero de hojas, altura de la planta y longitud de la
raiz. El factor sustratos afecto significativamente la altura
de la planta, diametro del tallo, volumen de la raiz, peso
seco de raiz, peso seco de la parte aérea y longitud de la
raiz. La interaccion de los ambientes de incubacién y los
sustratos mostro efecto significativo en la longitud de raiz,
volumen de raiz, area foliar y peso seco de la parte aérea
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(Cuadro 2). Al término de la aclimatacion las plantas tenian
de 4.5 a 5.8 hojas, de 10.8 a 12.3 mm de ancho de la hoja,
de 12.5a16.8 cm de altura, 7.4 a 9.0 mm didmetro de tallo,
de 5.3 a 8.2 raices y las raices de 3.5 a 4.3 cm de longitud
(Cuadro 3).

En la aclimatacion de plantas de A. marmorata
micropropagadas, 100 % de éstas sobrevivio cuando se
establecieron en sustrato de turba-perlita (1:1) o turba-
arena de rio (1:1), mientras que sélo sobrevivié 72.4 % de
las plantas establecidas en un sustrato a base de perlita,
38.7 % arena de rio y 35.7 % de grava volcanica (tezontle)
(Aguilary Rodriguez, 2018); asimismo, 100 % de las plantas
de A. marmorata micropropagadas se adaptaron cuando
estuvieron en macetas con grava volcanica (tepojal) en
un sistema semi-hidroponico; estas plantas tuvieron
mejor desarrollo que aquellas cultivadas en un sustrato

Figura 1. Propagacion in vitro de Agave angustifolia. A) Cultivos in vitro incubados en laboratorio con iluminacién LED, B)
cultivos in vitro incubados en una estructura con radiacion solar disminuida con malla sombra, C) plantas micropropagadas
establecidas en diversos sustratos, aclimatadas durante 95 dias dentro del vivero.

Cuadro 1.

Cuadrados medios y significancia estadistica del analisis de varianza de las variables evaluadas en A.

angustifolia micropropagadas, establecidas en diferentes sustratos, con aclimatacién de 65 dias dentro de estructura

con sombra parcial.

FV GL S NH ALT AH
Trat 5 530.73** 1.78** 19.09% 17.23%%
Al 1 78.38 0.88m 58.32%* 0.70
Sust 2 880.85* 218 17.47%x 23.53**
Al x Sust 2 380.29" 1.84* 1.10m 4.21ns
Error 66 139.196 0.48 2.58 2.67
Total 71

FV: fuente de variacion, GL: grados de libertad, Al: ambientes de incubacion, Sust: sustratos, S: superviviencia (datos transformados), NH: nimero de
hojas, ALT: altura de la planta, AH: ancho de la hoja. *Significancia con P < 0.05, *+Significancia con P < 0.07, ns: no significativo.
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Cuadro 2. Cuadrados medios y significancia estadistica del analisis de varianza de las variables evaluadas en A.
angustifolia micropropagadas, establecidas en diferentes sustratos, con aclimatacion del dia 66 al 95 en vivero.

FV GL NH AH ALT DT NR LR VR PSR PSA AF
Trat 5 286+ 500 23.16%x  5716% 1.58™  16.82%«  0.21* 0.0017+x 0.026%* 309.82+*
Al 1 8.00x* 250"  63.84xx  2.46™ 0.347 1917+  0.08m™ 0.000  0.015™ 253.87"
Sust 2 034rs  454r 18.88xx  9.51#x 0.05m 11.88* 0.28+x+  0.003*+ 0.035%#+ 120.53m
Al xSust 2 1.54r  6.69" 7.09m 2.16m 3.72m  20.67+x  0.20%x 0.00m  0.024x+x 527.08
Error 66 0.68™ 3.11m 4.15n 0.95m 0.83m 3.24rs 0.035 0.0002 0.004 81.47
Total 71

FV: fuente de variacion, GL: grados de libertad, Al: ambientes de incubacion, Sust: sustratos, NH: nimero de hojas, AH: ancho de la hoja, ALT: altura
de la planta, DT: didmetro de tallo, NR: nimero de raices, LR: longitud de la raiz, VR: volumen de raiz, PSR: peso seco de raiz, PSA: peso seco parte
aérea, AF: area foliar. *Significancia con P < 0.05, *+Significancia con P < 0.01, ns: no significativo.

compuesto por tierra agricola y perlita en proporcion 1:1.
Las plantas alcanzaron 7 cm de altura, 6 hojas, 15 mm
de diametro de tallo, 10 raices con longitud de 9.5 cm
(Alvarez-Aragon et al., 2020). Plantas de Agave potatorum
Zucc micropropagadas sobrevivieron de 87 a 97 % cuando
se establecieron en perlita (100 %) y fueron irrigadas
diariamente con solucidon nutritiva Steiner (Enriquez-del
Valle et al., 2021).

Las caracteristicas fisicas y quimicas del sustrato son
importantes para la adaptacion y desarrollo de las plantas
micropropagadas en la etapa de aclimatacion. El sustrato
proporciona soporte a la plantay debe proveer condiciones
estables de aireacion, retencion de humedad y drenaje, asi
como capacidad de intercambio catidnico (Lazcano-Bello
et al, 2021). Se deben conocer las caracteristicas que
poseen materiales organicos e inertes como base para la
preparacion de un sustrato que posea propiedades fisicas,
guimicas y biolégicas apropiadas (Cruz et al., 2010; Pérez
et al,, 2017). La turba es un sustrato que destaca por su
alta retencion de humedad y porosidad (88-91 %) (NuUfez,
2009), ademas de contener nutrientes como nitrégeno,
fésforo, calcio, magnesio y azufre, donde estdn mas
disponibles en relaciéon con otros sustratos (Benavides et
al, 2016). La perlita es un material inerte constituido por
85 a 96 % de espacios porosos, de los cuales 35 % son
espacios de retencion de humedad, y el resto de aireacion,
motivo por el cual este material se usa frecuentemente en
las mezclas de sustratos.

Después de 95 dias de aclimatacion, las plantas de A.
angustifolia provenientes de cultivo in vitro incubadas en
laboratorio y establecidas en sustrato 50T:50P mostraron
los valores mas altos en ancho de la hoja mayor (12.3
mm), area foliar (52.6 cm?) y altura de la planta (16.8
cm), pero sin diferencias significativas con las plantas de
otros tratamientos provenientes de la misma condicion
de incubacion. Las plantas de cultivo in vitro incubadas
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en una estructura con sombra parcial y establecidas en
perlita (100 %) tuvieron el mayor didmetro de tallo (9.0
mm), numero de raices (8.2), volumen de raiz (0.9 cm?),
peso seco de raiz (0.09 g) y peso seco de la parte aérea
(0.4 g) que las plantas cultivadas en tezontle-perlita 25:75
(Cuadro 3).

El sustrato y el abastecimiento nutrimental son
condiciones importantes para la aclimatacion de las
plantas micropropagadas. En A. americana var. oaxacensis
se observo que las vitroplantas que permanecieron en
aclimatacion por 290 dias en dos mezclas de sustratos
(turba 66.6 % + arena 33.3 %, y turba 75 % + arena 25 %),
fertirrigadas con solucion nutritiva Steiner, tenian 5.6 y
5.5 hojas, tallos de 2.5y 2.4 cm de didmetro, area foliar
de 1227y 112 cm? y peso seco de raiz de 1.7y 1.4 g,
respectivamente (Cruz et al., 2019).

Las plantas micropropagadas se obtienen en
condiciones controladas, con medios de cultivo que
contienen concentraciones altas de azucares, nutrimentos
y reguladores de crecimiento; ademas, se encuentran
en recipientes cerrados con humedad relativa alta,
temperaturas constantes, bajo intercambio de gases vy
crecimiento heterotrofo debido a la baja intensidad de luz
dentro del cuarto de crecimiento (Silva et al.,, 2018; Xiao
etal, 20117). Las plantas que crecen en estas condiciones
tienen hojas delgadas de consistencia herbacea, con
pobre desarrollo de cuticula y sus raices pueden llegar a
ser ineficientes; asimismo, estas plantas, presentan baja
actividad fotosintética y sus estomas son poco funcionales
en cuanto a su apertura y cierre, ademas de que tienen
control minimo de la transpiracion. Estas caracteristicas
en las plantas micropropagadas limitan su supervivencia
cuando se transfieren al ambiente ex vitro, donde imperan
condiciones de humedad relativa baja, mayor intensidad
luminica, variaciones de temperatura en intervalos mas
amplios y menor disponibilidad de nutrimentos, como se
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Cuadro 3. Caracteristicas de las vitroplantas de A. angustifolia, con 65 dias de su aclimatacion dentro de una estructura

con sombra parcial y de los 66 a los 95 dias, en un vivero.

Al Sust TP (%) S (%) NH AH (mm) ALT (cm)
65 dias de aclimatacion
LAB 50:50 100.0a 48 + 0.6ab 9.8 + 1.0ahc 146+ 19a
LAB 2575 93.3ab 48 + 0.7ab 86 = 1.7¢c 133+ 1.4a
LAB 0:100 86.6 ab 45 + 0.7ab 10.7 £ 1.7ab 143+1.1a
INV 50:50 100.0 a 51 + 0.8a 9.0 £+ 1.7bc 12.7+2.0ab
INV 2575 80.0b 40 £ 04D 9.5 + 2.3abc 11.0+1.9b
INV 0:100 93.3ab 4.4 + 0.9ab 11.1 £ 1.0a 12.9+0.9ab
95 dias de aclimatacion
Al SustT:P (%) NH AH (mm) ALT (cm) DT (mm) NR
LAB 50:50 55+0.8a 12.3 + 1.4a 16.8 + 1.8a 8.3+ 1.1ab 76+1.1a
LAB 2575 58+ 0.6a 109 + 1.7a 152 + 2.1a 8.0+ 1.0ab 7.3+1.9ab
LAB 0:100 53+0.8ab 116 £ 2.0a 154 + 1.8a 87x0.7a 7.1+19ab
INV 50:50 5.2+0.9ab 10.8 + 2.7a 14.4 + 2.6ab 75+1.1b 54+19b
INV 25:75 45+09b 11.0 £ 2.3a 125 + 2.0b 74+0.7b 53+1.3b
INV 0:100 4.9+0.9ab 12.0 £ 1.5a 14.7 + 1.8ab 90+1.1a 8.2+ 1.6a
LR (cm) VR (cm?) AF (cm?) PSR (g) PSA (g)
LAB 50:50 4.3+1.0a 0.7 £ 0.2a 526 £ bba 0.05+0.2bc 0.3+0.03a
LAB 2575 4.0+0.9a 0.7 £ 0.1a 505 + 79a 0.06+ 0.3+0.08a
0.008abc
LAB 0:100 3.5+009a 0.7 £ 0.3a 409 + 89ab 0.07+0.07ab 0.3+0.06a
INV 50:50 35+0.7a 0.6 £ 0.1ab 443 + 120ab  0.06 +0.02bc 0.3+0.06a
INV 2575 3.6+1.3a 03 +0.1b 33.7 + 7.0b 0.04+0.01c 0.2+0.06b
INV 0:100 4.3 +0.6a 09 + 0.2a 50.1 £ 11.7a 0.09+0.02a 0.4+0.08a

Al: ambiente de incubacidn, Sust: sustrato, S: porcentaje de supervivencia, LAB: laboratorio, INV: estructura de sombra parcial, NH: nimero de hojas,
AH: ancho de la hoja, ALT: altura de la planta, DT: didmetro de tallo, NR: nimero de raices, LR: longitud de la raiz, VR: volumen de la raiz, PSR: peso
seco de la raiz, PSA: peso seco parte aérea, AF: area foliar. Medias con letras iguales en cada columna y cada variable no son estadisticamente

diferentes (Tukey, P < 0.05).

observé en A. tequilana (Rescalvo-Morales et al., 2019),
Passiflora edulis (Manokariy Shekhawat, 2017) y Genvuina
avellana (Alvarez et al., 2012). En la presente investigacion,
al inicio de la aclimatacién, las plantas obtenidas de
cultivos in vitro incubados en laboratorio presentaban
mayor cantidad y tamafio de raices que las incubadas
en la estructura de sombra parcial, pero estas Ultimas
presentaban hojas mas rigidas y gruesas con espinas en
los bordes.

Las plantas de agave micropropagadas, durante su
aclimatacion desarrollan nuevas hojas con estomas
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funcionales para el control de la transpiracion y de ceras
epicuticulares que evitan la pérdida de agua; asimismo,
forman raices mas eficientes y cambian su metabolismo
de C,a CAM (Rescalvo-Morales et al., 2019). Modificando
gradualmente las condiciones ambientales de incubacion
de los cultivos in vitro al reducir la humedad relativa,
incrementar la intensidad, calidad y tiempo de exposicién
a la luz durante la incubacion, es posible inducir que las
plantas desarrollen metabolismo autétrofo (Alvarez et al.,
2012; Schmildt et al,, 2015); entonces, exponer los cultivos
in vitro aradiacion solar disminuida, como una condicién de
pre-adaptacion, ocasiona quelas plantas micropropagadas
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adquieran caracteristicas morfoldgicas vy fisioldgicas que
podrian mejorar su adaptacion al ambiente ex vitro (Alvarez
et al,, 2012, Ferreira et al., 2027; PospiSilova et al,, 2007).
La luz, ademas de ser fuente de energia que se aprovecha
durante los procesos fotosintéticos y acumulacion de
biomasa, es un factor determinante para el desarrollo de
las plantas al intervenir en la fotomorfogénesis (Arena et
al., 2016; Wang et al,, 2016). Los resultados de la presente
investigacion muestran que las condiciones de incubacion
a las que se expongan las vitroplantas antes de que
sean trasplantadas al suelo afectan sus caracteristicas
morfoldgicas y su capacidad de adaptacion a las
condiciones ex vitro. Incubar los cultivos in vitro dentro de
una estructura con sombra parcial, donde se expongan a
radiacion solar disminuida, podria ser una condicion que
reduzca los costos de produccion de las vitroplantas.

Martins et al. (2015) evaluaron el crecimiento de plantas
micropropagadas de Neoregelia concentrica expuestas
a diferentes niveles de irradiancia (30, 50, 70 y 100 % de
radiacion solar) durante su aclimatacion. Estos autores
observaron que s6lo 67 % de las plantas que permanecieron
en 100 % de radiacion solar sobrevivio, mientras que todas
aquellas que se mantuvieron en 30y 70 % de irradiancia
se adaptaron. El incremento en el nivel de irradiancia de 30
a 70 % provoco que las plantas formaran mas hojas, area
foliar, peso fresco de la parte aérea y masa seca total.

CONCLUSIONES

Las plantas de Agave angustifolia provenientes de
cultivos in vitro que permanecieron en condiciones
de laboratorio con iluminacion LED durante 31 dias
alcanzaron mayor altura que las incubadas en la estructura
de sombra parcial. El mejor sustrato para aclimatacion fue
la mezcla a base de 50 % turba y 50 % perlita, permitiendo
que 100 % de las plantas sobrevivieran. Después de 95
dias de aclimatacion, las plantas provenientes de cultivos
in vitro incubadas en laboratorio fueron 13.5 % mas altas,
con 13 % mas hojas y con raices 16 % mas largas que las
crecidas en la estructura de sombra parcial. Los resultados
indican que es factible incubar los cultivos in vitro en una
estructura o invernadero con radiacion solar disminuida,
sin afectar significativamente la calidad de las plantas,
incrementando con ello su adaptacion al ambiente ex vitro
y reduciendo el uso de iluminacion artificial, consumo de
energia eléctrica y costos de produccion.
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