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Sintesis

SINTESIS

Se realizé un estudio del comportamiento de plantulas de henequén durante la
fase de aclimatizacion y su evaluacion en condiciones de previvero. Se
ejecutaron diferentes experimentos con el objetivo de establecer el momento
optimo para concluir el proceso de aclimatizacion. En casa de cultivo se
ejecutaron tres etapas de manera secuencial: Inicialmente se evaluo el efecto
de la calidad de las plantulas en la supervivencia, posteriormente se estudio el
efecto de diferentes niveles de materia organica (MO) en el sustrato en cuanto
a supervivencia y crecimiento y finalmente se realiz6 una caracterizacion de las
plantulas a partir de algunos indicadores anatomorfologicos y fisioldgicos,
variando las condiciones ambientales. Las plantulas con tamafios iguales o
superiores a 7 cm, en un sustrato con 10 % de MO y 30 dias de aclimatizada,
que recibieron el siguiente manejo: de 0 a 15 dias (HR = 90 % y FFF entre
558,74 y 686,55 umol m?s™), y de 15 a 30 dias, (80 % HR y FFF entre 1
303,37 y 1 602,04 pmol m?s™), lograron una supervivencia superior al 90 % y
un patrén de crecimiento y desarrollo que permitié su traslado a previvero, a la
vez que los indicadores fisioldgicos evaluados presentaron comportamientos
estables y favorables. En condiciones de previvero, se estudio el
comportamiento de las plantulas con relacion a sustrato y marco de plantacién
y se evaluo el efecto de diferentes fechas de plantacion. EI mayor crecimiento
de las plantulas fue en condiciones de 100 % de sustrato organico con la pulpa
de henequén descompuesta y marco de 10 x 10 cm. Las condiciones climaticas
con temperatura media, superior a 24 °C favorecieron el crecimiento y
desarrollo de las plantulas en esta fase. Con 30 dias en condiciones de
aclimatizaciéon se lograron los mejores beneficios econdmicos por conceptos

de ahorro de recursos y fuerza de trabajo.



indice

INDICE
Pag.
L INTRODUGCCION. ...ttt et e et e e e e e e 1
1. REVISION BIBLIOGRAFICA ...ttt e, 5
2.0 El GBNEIO AQAV ... i ittt e et et e et e e e e e 5
2.1.1. Ciclo de vida y reproduCCiON..........cc.veiiriie i e eeiee e 5
2.1.2. Origen y clasificacion de las fibras vegetales.......................... 6
2.1.3. Importancia econémica del género Agave...............ccceeeene. 7
2.2. Origen, distribucién y condiciones climaticas del henequén (Agave
{18 e (o) Yo (ST =Y o ) TP 8
2.2.1. Propagacion del henequeén............cooviii i i e 9
2.2.1.1. Micropropagacion del henequén................cc.oeevevennns 11
2.3. Caracteristicas morfo-fisiolégicas de las plantulas como
consecuencia de las condiCioNes IN VItr0.........ovuuiuiieiie i e 12
2.3.1. Fotosintesis en condiCioNes IN Vitr0..........cc.evvviuiiiiiiiiiie e, 14
2.4. Proceso de aclimatizacion de plantulas.............cooovviii i, 16
2.4.1. Manejo de las plantulas..........c..ooviiiii i, 19
2.4.2. SUSTIALO. ..o et e e e e e e e e 20
2.4.3. Manipulacion de la luz en las casas de cultivo........................ 23
2.4.4. Manejo de la humedad relativa..............ccooiiiiiiiii i, 24
2.4.5. Control fitoSaNItario. ........co.vie it e 26
. MATERIALES Y METODOS. ... ..ot i 27
3.0. Técnicas y procedimientos generales..........c.ccoeviiieiiiiiiienne e, 27

a- Seleccidn del material vegetal.............ccoooiiv i 27



indice

b- Preparacion del material vegetal.............c.ocoiiiiii i 27
c- Condiciones generales del proceso de aclimatizacion................... 28
d- Condiciones generales del crecimiento en previvero..................... 29

3.1. Efecto de la calidad de las plantulas en la supervivencia, en el
momento de salida de las condiciones in vitro a las ex vitro................. 29
3.2. Establecimiento de un sustrato que favorezca el proceso de
aclimatizacion de las plantulas de henequén.............ccccoviiiiiii i ennn, 30
3.3. Estudio del comportamiento de plantulas de henequén bajo
diferentes condiciones de sustrato y marco de plantacion en la fase de
STV AT o PP 32
3.4. Efecto del incremento del flujo de fotones fotosintéticos (FFF) y la
reduccion de la humedad relativa (HR) sobre la supervivencia de las
plantulas durante la aclimatizaCion.............coooov i e 34
3.5. Efecto del momento de traslado de las plantulas desde las
condiciones de ambiente controlado (aclimatizacion) a ambiente
NALUTAl (PIrEVIVEIO) .. ettt et e e e e e e e et e e e e s 35
3.6. Estudio de algunos cambios anatomorfolégicos y fisiolégicos
producidos en las plantulas durante la aclimatizacion.......................... 36

3.7. Estudio del comportamiento de plantulas de henequén en

condiciones de previvero, en diferentes fechas de plantacién.............. 40
3. 8. Valoracion ECONOMICA. .. ...uuiet ettt e et e e e e ae e e en 41
3.9. ANAliSiS €StadiStICOS ...ttt 42
IV. RESULTADOS Y DISCUSION.......ccuutiiiiiii e e e 44

4.1. Efecto de la calidad de las plantulas en la supervivencia, en el



indice

momento de salida de las condiciones in vitro a las ex vitro................ 44
4.2. Establecimiento de un sustrato que favorezca el proceso de
aclimatizacién de las plantulas de henequén.............ccocviviiiiii i 53
4.3. Estudio del comportamiento de plantulas de henequén bajo
diferentes condiciones de sustrato y marco de plantacion en la fase de
[T =Y AV o PP 58
4.4. Efecto del incremento del flujo de fotones fotosintéticos (FFF) y la
reduccion de la humedad relativa (HR) en la supervivencia de las
plantulas durante la aclimatizacion...............ocooii i i, 61
4.5. Efecto del momento de traslado de las plantulas desde las
condiciones de ambiente controlado (aclimatizaciéon) a ambiente
= LU= I (oL €2V ARV 2=T o ) 65
4.6. Estudio de algunos cambios anatomorfoldgicos y fisiolégicos
producidos en las plantulas durante la aclimatizacion........................ 66
4.7. Estudio del comportamiento de plantulas de henequén en
condiciones de previvero, en diferentes fechas de plantacion.............. 88
4.8. ValoraCion €CONOMICA. .. ..uuitit it ettt e e e e e e ee e 92

4.9. Propuesta de manejo para la aclimatizacion de plantulas de

BN U ... e 95
V. CONCLUSIONES. .. .. e e e e e 98
VI. RECOMENDACIONES ... ... e 100
REFEREN CIAS ... 101

ANEXOS



Introduccién

l. INTRODUCCION

La ampliacion del mercado de la fibra natural y las tendencias actuales
encaminadas a la conservacion del medio ambiente, ofrecen nuevas
oportunidades para algunos cultivos como el henequén (Agave fourcroydes Lem.),
fuente de fibras naturales con diversos usos. Es ademas un cultivo altamente
productivo en areas ecolégicamente limitadas por la escasez de agua y suelo
(Colunga et al., 1998) y con potencialidades para la producciéon de productos
naturales como esteroides y detergentes a partir de sus sapogeninas (Robert et
al., 1992), celulosa a partir de su fibra (Keb et al., 2002) y principios activos para la

industria farmacéutica y la industria agropecuaria (Eastmond et al., 2000).

En Cuba el cultivo del henequén se desarroll6 favorablemente desde su
introduccion a mediados del siglo XIX, lo que conllevo a su industrializacion y la
comercializacion de las fibras en el mercado internacional. Sin embargo, desde
principios de la década de los 90 del siglo XX, ha experimentado un descenso
significativo, ya que muchas de las areas han sido demolidas, quemadas y otras
sufrieron el abandono y la invasion incontrolable de la vegetacion indeseable
(Vinent et al., 1998).

El incremento de la demanda de fibra natural y de su precio en el mercado
internacional actual (1300 CUC/t), ha motivado que el Ministerio de la Agricultura
en Cuba esté enfrascado en una recuperacion de la industria henequenera,
encaminada a sustituir importaciones de ese producto, lo que ha estimulado la

puesta en marcha de nuevas fabricas desfibradoras.

A pesar de los esfuerzos realizados, las estrategias para la recuperacion
henequenera no han dado los resultados esperados, pues la falta de posturas no
ha permitido cumplir con los planes de siembra y en la actualidad son mas las

plantaciones que salen de su ciclo productivo que las que entran en esta fase.

Al igual que otros representantes del género Agave, el henequén es un

pentaploide (n = 30), con reducida fertilidad (Piven et al., 2001), donde la escasa
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reproduccion sexual que pudiera ocurrir es excluida por la practica habitual de
cortar la inflorescencia (Pefa et al., 1997), para evitar los dafios que la floracion

causa a la calidad de la fibra.

Inicialmente este cultivo se propagaba asexualmente a través de los hijos basales
o del rizoma, con posterioridad se incorpor6 la propagacién por bulbillos
producidos por la inflorescencia y en los ultimos afios se han desarrollado
tecnologias para la propagacion a escala de laboratorio. En este sentido la
obtencion de plantulas a través del cultivo de tejidos vegetales, puede constituir
una via alternativa de propagacién que contribuya a obtener una mayor cantidad
de posturas en menor tiempo, que al ser llevadas a campo en igualdad de
condiciones contribuiran al desarrollo de plantaciones homogéneas de henequén,
indispensables para la labores culturales y la cosecha de las hojas en su etapa

optima.

Sin embargo en las plantulas producidas in vitro se producen cambios en la
anatomia de las hojas, tales como un reducido desarrollo de la cuticula, cierre
estomatico anormal (Sallanon et al., 1993; Pospisilova et al., 1998), alta densidad
estomatica (Santamaria et al., 1995) y ausencia o reducido desarrollo de las
células de empalizada (Dami y Hughes, 1995), los cuales conllevan a la
incapacidad de las plantulas de controlar la pérdida de agua después de ser

transferidas a condiciones ex vitro.

Estas diferencias anatomicas y fisiologicas entre las plantulas micropropagadas
con respecto a las plantas cultivadas en condiciones de campo (Pospisilova et al.,
1997), tienen implicaciones en la supervivencia de las mismas, por lo que se hace
necesaria una gradual aclimatizacién a las condiciones medioambientales del

invernadero o campo.

En la micropropagaciéon de plantas se conoce con el nombre de aclimatizacion,
adaptacion, aclimatacion, ciclo de aclimatacién, rusticacién o Fase IV a la etapa
critica en la que gran cantidad de plantas son transferidas a las condiciones

ex vitro para ser aclimatizadas gradualmente, proceso que culmina con el
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desarrollo de las plantas hasta alcanzar el tamafio comercial (Van Huylenbroeck
y Debergh, 1996; Vilchez et al., 2007). Si esa transferencia no se realiza
cuidadosamente, puede resultar en una significativa pérdida del material
propagado (Robert et al., 1999) y afectarse en gran medida la calidad final de las

plantas y la eficiencia total del proceso (Agramonte et al., 1998).

En particular para el cultivo del henequén, la propuesta de una etapa intermedia
(previvero), entre la aclimatizacion y el vivero tradicional, como parte de su ciclo de
aclimatizacion, permite preparar a las plantulas para soportar los rigores de las
condiciones de campo de forma menos agresiva, y lograr el desarrollo adecuado
gue les permita en un tiempo minimo alcanzar el indicador de calidad establecido
en el instructivo técnico (Cuba MINAG, 1986), para entrar en la etapa de vivero

tradicional.

En los protocolos de micro propagacion propuestos para el cultivo del henequén
por Madrigal et al. (1990); Robert et al. (1992); Pefia et al. (1997); Gonzalez (2001)
y Gonzalez et al. (2002), no se establecen criterios de calidad para hacer eficiente

este proceso.

Por todo lo anteriormente planteado se propone la siguiente hipotesis de trabajo:

Se logra elevada eficiencia bioldégica en la aclimatizacion de plantulas de
henequén con el manejo de factores ambientales y la evaluacion de indicadores

anatomorfologicos vy fisioldgicos.

Para validar esta hipotesis se desarrolla el trabajo que se presenta en esta tesis y

que persigue los objetivos siguientes:

Objetivo general:

e Establecer un manejo para las plantulas de henequén que permita obtener
una supervivencia superior al 90 % en un periodo minimo de aclimatizacion,

un crecimiento mas acelerado y un costo de produccion competitivo.
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Objetivos especificos:

e Establecer la talla de las plantulas de henequén, el contenido de materia
organica en el sustrato y el manejo de factores ambientales, que permitan
una supervivencia mayor del 90 % durante la aclimatizacion.

e Caracterizar las plantulas de henequén durante la fase de aclimatizacion a
partir de algunos indicadores anatomorfolégicos y fisioldgicos.

e Seleccionar el sustrato, el marco y la fecha de plantacion, que favorezcan el
desarrollo biolégico de las plantulas de henequén durante la fase de
previvero.

e Determinar el tiempo de aclimatizacibn que garantice la mayor

supervivencia y un mejor crecimiento de las plantulas en fase de previvero.
Novedad cientifica

Se caracterizan por primera vez en el cultivo del henequén, algunos de los
cambios biolégicos mas generales derivados de la micropropagacion que se
presentan en las plantulas de henequén y sobre esta base se propone un manejo
del proceso de aclimatizacién para lograr niveles de restablecimiento de las
estructuras habituales de la especie en un menor tiempo y con un alto porcentaje

de supervivencia.
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ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. El Género Agave

El género Agave pertenece a la familia Agavaceae, orden Asparagales (Dahlgren et al.,
1985), el cual incluye 136 especies. Aunque el centro de origen y diversidad del género
Agave esta limitado a México (Casas et al., 1997; Colunga et al., 1998), después del
siglo XVII se distribuyeron practicamente por todas las areas subtropicales del mundo,

fundamentalmente con propdésitos ornamentales.

Con excepcion de algunas formas arborescentes como Agave karwinski Zucc; los tallos
de las plantas son cortos y gruesos en forma de roseta, la cual varia desde pequefia,
compacta y globosa como A. parryi Engelm, hasta plantas gigantes como A. mapisaga
Tres, que pueden llegar a medir de 2 a 2,5 m. Las hojas tienen forma lanceolada con una

espina en el extremo apical.
2.1.1. Ciclo de vida y reproduccién

Las plantas del género Agave tienen un periodo de vida entre 8 y 25 afios de acuerdo a
la especie, producen hojas nuevas constantemente hasta que alcanzan la madurez
sexual, floreciendo solamente una vez en su ciclo de vida. Las flores se desarrollan en el
extremo del eje de la inflorescencia, de las cuales muchas son espectacularmente
grandes como en Agave americana L., que puede alcanzar de 9 a 10 m de altura.
Cuando esta inflorescencia se seca ha concluido el ciclo de vida de esta planta
(Dahlgren et al., 1985).

La reproduccion es fundamentalmente vegetativa, por la produccion de tallos
subterraneos rizomatosos que se desarrollan en la base de la roseta sobre las raices.
Las hojas de estos brotes estan modificadas por pequefias bracteas que protegen las
yemas axilares en reposo. Los rizomas se elongan y eventualmente crecen sobre la

superficie formandose en el apice del rizoma una nueva planta.

El ndmero de nuevas plantas producidas por este proceso es muy variable, algunas

forman nuevos brotes cuando la roseta es joven, otra cuando la planta ha florecido. Otra
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forma de propagacion vegetativa es a partir de los bulbillos formados en el eje de la

inflorescencia después de la floracion.

2.1.2. Origen y clasificacion de las fibras vegetales

Las fibras vegetales propiamente dichas se componen de células largas y delgadas de
esclerénquima. Estas células tienen la caracteristica de desarrollar una segunda pared
vegetal dentro de la primera, cuando la célula ha completado su crecimiento, con lo que
finalmente se conforman paredes celulares mucho mas gruesas que en otro tipo de
células (Macia, 2006).

Su funcion es la de dar soporte, dureza y rigidez a los tejidos vegetales. La composicion
de la pared celular de las fibras vegetales es principalmente de celulosa y en segundo
término de lignina, pero también se pueden encontrar taninos, gomas, pectinas y otros
polisacaridos. Las fibras se encuentran en varias partes de la planta, corteza, tallo o

tronco, ramas, hojas, pero son mas frecuentes en los tejidos vasculares.

En funcién de la localizacion de la fibra en la planta, se clasifica en tres grupos:

1) Fibras blandas, cuando la fibra se encuentra en el floema de los tallos, se presenta en

las dicotiledoneas.

2) Fibras duras, cuando las fibras se encuentran en el floema de las hojas en forma de
haces que se sobreponen unos con otros, lo que los hace mas fuertes por su mayor

lignificacion; se presenta en las monocotiledoneas.

3) Fibras de superficie, que corresponde a los pelos de la epidermis de la semilla, por

ejemplo en el algodén.

Segun Esau (1985), las fibras pueden ser muy acusadas en hojas de monocotileddneas,
donde forman vainas que incluyen los haces vasculares o cordones que se extienden
entre la epidermis y dichos haces, e incluso cordones sub-epidérmicos que no entran en
contacto con aquellos. Se clasifican en: fibras del xilema, forman parte integral de éste y

fibras de otros tejidos (extraxilares), se relacionan al floema.
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2.1.3. Importancia econémica del género Agave

El uso de los Agaves es amplio, ya sea como especies ornamentales para la proteccion
del suelo de la erosién, por lo que permite la preservacion del paisaje, asi como para la
produccion de alcohol a partir del A. tequilana (Gonzélez et al., 2004), entre otros usos.
Sin embargo la mayor importancia econémica recae sobre sus fibras, principal producto
extraido de las hojas del henequén y el de mayor utilidad en la industria textil, utilizadas
tanto en México como en Cuba en la fabricacion de sogas, jarcias, cordeles y otros
productos (Carrion, 1988; Robert et al., 1992 y Gonzalez et al., 2004). Desde el punto de
vista industrial los agaves mas importantes en la produccion de fibras son: el A.
fourcroydes Lem (henequén), el A. sisalana Perrine (sisal) y extendido en menor grado
A. lechoquilla (Robert et al., 1992).

La fibra de henequén se utiliza en la confeccion de alfombras, aparejos de tiro para
carretas y para la confeccion de forros de cables, excelentes por su flexibilidad, duracion
y por su resistencia al calor y a los insectos. Ademas se fabrican hamacas, sombreros,
cestos, sacos de todas clases, e hilos agricolas como el baler twine para empacar, y el
bander twine para engavillar, asi como hilos comerciales de uno o mas cabos, como es

el tipo banco o sin aceite y el aceitado para jarcias y sacos (Carranca, s.a).
En la actualidad se han difundido otros usos de las fibras:

Para reforzar las placas de yeso, lo cual las hace mas fuertes y resistentes.
Proporcionan excelentes resultados en las correcciones sonoras de las habitaciones
destinadas a la musica. Mezclada con fibra de vidrio para paneles de relleno utilizable a
escala mundial para la confeccion de viviendas de urgencia en caso de catastrofes
naturales (FAO, 1970). Para recubrimiento de pisos. Objetos de artesania. Cordeles de
usos especiales recubiertos de plasticos y sacos para envasar todo tipo de productos
(Cuba. INRA., 1975).

Del henequén suelen extraerse un grupo significativo subproductos importantes que
convierten a esta especie en una planta muy util, que puede ser aprovechada

integramente.
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Entre los subproductos de mayor interés se encuentra la pasta de papel, abono e incluso
alcohol obtenido por la fermentacion del jugo de la pulpa. Rubber (1960) hizo referencia
a la posibilidad de obtener otros subproductos con diversos usos, como produccion de
biogas, que puede ser utilizado para el proceso de secado de la fibra en la propia

desfibradora.

La pulpa procedente del desfibrado puede ser utilizada como alimento animal y para la

extraccion de ceras de uso industrial.

Extraccion de hecogenina, producto basico para diferentes farmacos de gran demanda
mundial. La hecogenina es un esteroide de la familia de los esteroides corticoides. Los
cuales poseen una elevada demanda a nivel mundial en la sintesis de hormonas

esferoidales, tales como: hidrocortisona, prednisolona y triansinolona.

Produccién de biodetergentes para el fregado y lavado, y como emulsionante para

combustibles.

En la actualidad en el Centro de Estudios Biotecnolégico de la Universidad de Matanzas

(CEBIO), se realizan estudios para evaluar este cultivo como fitoremediador.

2.2. Origen, distribucién y condiciones climaticas del henequén (Agave fourcroydes

Lem.)

Diversos autores como Ciaramello (1975) coinciden en sefialar que este tipo de planta es
originaria de las Ameéricas. Esta afirmacion se corrobora con el hecho que a la llegada
de los conquistadores espafoles a este continente, ya los indios mayas hacian uso de
esta planta y su fibra. Segun Colunga (1996) el henequén fue obtenido por los indios
mayas, por seleccion artificial a partir del Agave angustifolia. Ellos lograron clonar
diferentes variedades de henequén pero los intereses coloniales y luego los capitalistas,

impusieron la variedad "henequén blanco" o Sacki, que es la que se cultiva en Cuba.

El cultivo del henequén se ha desarrollado fuera del estado de Yucatan unicamente en
algunas regiones de los estados de Tamaulipas y Veracruz y en Cuba, en estos tres

lugares a partir del germoplasma yucateco. Este cultivo se encuentra ubicado entre los



Revisién Bibliogréafica

15 y 25 grados de latitud norte (CUBA. MINAGRI, 1986). Por lo tanto fuera de las areas
tropicales, las plantas de henequén son muy escasas. Ello evidencia que mientras mas
calido es el clima més se favorece el crecimiento y desarrollo de este cultivo, ya que son
especies de regiones aridas incluso desérticas donde pueden crecer con poco 0 ningun
cuidado. Sin embargo con temperatura de 10 grados su ritmo de crecimiento se retarda

considerablemente (Otero, 1999).

En Cuba, fue introducido alrededor de 1850 por los monopolios estadounidenses con el
objetivo de lograr precios bajos para la compra de la fibra (Carriobn, 1988), esta es la
razén fundamental de la expansion de este cultivo. Sin embargo no es hasta alrededor
del afio 1900 cuando empieza a fomentarse este cultivo en Cayo Romano y Nuevitas,
provincia de Camaguey, con fines de exportar su fibra, siendo en Matanzas donde se

comenzo la siembra de henequén en gran escala con vistas a su industrializacion.
2.2.1. Propagacion del henequén

La propagacion del henequén se realiza de diferentes formas: Mediante la reproduccion
sexual, por medio de semillas y asexualmente por medio de los retofios producidos por
los rizomas (hijos basales), y por bulbillos que son yemas aéreas encontradas en el

escapo floral (Infante et al., 2003).

En cuanto a la propagacién por semillas la inmensa mayoria de los autores coinciden en
sefialar que esta no es la mas adecuada. Por ejemplo, Taylor (1936) (citado por Otero,
1999) sefalé que las semillas de los agaves se usan raramente debido a que la
produccion de ellas por las plantas es muy poco frecuente a menos que se realice
polinizacion artificial de las flores. Ademas las plantas obtenidas por esta via no
manifiestan una talla uniforme, lo cual es una dificultad para el ciclo productivo y
necesitan un periodo prolongado de crecimiento para ser utilizadas, lo cual fue sefialado

por Zayas (1921) (citado por Otero, 1999), quien no recomienda esta via.

En general se sugiere que la propagacion se realice por medio de vastagos o retofios

Taylor (1936) (citado por Otero, 1999), como los bulbillos y los hijos basales.
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Los bulbillos se forman en la inflorescencia después de la floracion, cada uno de ellos es
una plantula completa con un cierto numero de hojas pequefias y raices adventicias. El
pedunculo o quiote esta cubierto por un cierto nimero de bracteas (cuyo extremo es una
aguda espina) que protegen cada una de ellas a una yema axilar. Normalmente estas
yemas no brotan pero pueden ser forzadas al podar el quiote en un estado temprano de

su desarrollo (Ferwerda y Wit, 1987).

El nimero de bulbillos producidos por la planta varia segun el tamafio de la
inflorescencia, en un quiote grande se pueden formar entre 2000 y 3000. Los bulbillos no
requieren de cuidados especiales y produciran raices una vez plantados en suelo

humedo.

Por otra parte los hijos basales se producen en los rizomas, tallos subterrdneos,
carnosos y blancos que brotan de la base de la planta, variando en grosor y longitud y
que poseen numerosas hojas escamosas pequefias que protegen los brotes, que
posteriormente producen retofios. El brote terminal del rizoma da lugar aproximadamente
después de un afio a un retofio el que forma raices adventicias, pudiendo asi

independizarse de la planta madre.

Ambos tipos de propagulos (hijos basales y bulbillos), son separados de la planta madre
y llevados a condiciones de vivero tradicional cuando tienen una talla igual o superior a
14 6 16 cm y seis hojas 0 mas (Otero, 1999). En esta fase las posturas permanecen por
un periodo de 14 6 18 meses hasta alcanzar los patrones de calidad (45 o 50 cm de
altura) para pasar a plantacion definitiva, segun establece el instructivo técnico de este
cultivo (Cuba MINAG, 1986) y la experiencia de los propios productores. Cuando estos
propagulos son recolectados con talla inferior a 14 cm, debido a la escasez de material
de plantacién en las condiciones actuales, son establecidos en una primera fase de
semillero o previvero (Otero, 1999), donde deben alcanzar los patrones de calidad para

su trasplante al vivero tradicional.
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2.2.1.1. Micropropagacién del henequén

Diferentes especies del género Agave han sido propagadas por las técnicas del cultivo
de tejidos, entre las que se destacan: A. arizonica, A. potatorum, A. cantala, A.

fourcroydes y A. sisalana (Enriquez y Diaz, 1994).

Pefa et al. (1997) estableci6 una metodologia cubana para la propagacion de A.
fourcroydes Lem. (henequén) a partir de los resultados alcanzados por Robert et al.
(1992). Posteriormente Gonzalez (2001) establece una nueva metodologia a partir de la
utilizacion de la embriogénesis somatica, donde destaca una mayor calidad del proceso
para la fase in vitro, quedando la fase ex vitro limitada solamente a estudios preliminares

del proceso de aclimatizacion.

Enriquez y Diaz (1994), también reflejaron el trasplante de plantulas de Agave de las
condiciones in vitro a sustrato para aclimatizacion, a partir de lo informado por Madrigal
y Pineda (1986), Robert et al. (1987), Enriquez et al. (1988) y Binh et al. (1990). Estos
autores mencionan ademas los resultados obtenidos por Binh et al. (1990), donde
destacan que plantulas de Agave cantala, A. fourcroydes y A. sisalana fueron
trasplantadas del medio de cultivo a un sustrato de arena, para su aclimatizacién y
después de cuatro semanas en este sustrato, aproximadamente el 95% de las plantas

formaron nuevas raices.

El esquema de micropropagacion de plantas se divide en varias etapas: establecimiento
del cultivo, multiplicacion, enraizamiento y aclimatizacion (Murashige, 1974; Debergh y
Maene, 1981 y Chu, 1992). Sin embargo la aclimatizacion se considera una de las méas
criticas dentro del proceso de micropropagacion, pues es donde el material producido in
vitro se transfiere a las condiciones ex vitro, si esta transferencia no se realiza
cuidadosamente, puede resultar en una significativa pérdida del material propagado
(Robert et al.,, 1999). Esto es debido a las alteraciones creadas en la morfologia,
anatomia vy fisiologia de las plantulas como consecuencia del ambiente in vitro, lo que
dificulta su adaptacion a las condiciones naturales. Como consecuencia un gran numero
de plantulas micropropagadas no sobreviven cuando son transferidas de las condiciones

in vitro a las casas de cultivos o campo (Preece y Sutter, 1991; Pospisilova et al., 1999;

11
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Rogalski et al., 2003). En el proceso de micropropagacion de henequén tras una primera
etapa de su periodo de aclimatizacion las plantulas no adquieren la talla necesaria
(15 cm) para ser establecidas en el vivero tradicional, es por ello que son trasplantadas a
condiciones de previvero hasta alcanzar la talla de plantacién en vivero. En tal sentido
tratar de alargar la primera etapa de la aclimatizacién en funcién de cumplir el objetivo

anterior supone un gasto innecesario de recursos.

Aunque Gonzalez (2001) propuso un periodo de aclimatizacion de 45 dias para las
plantulas de henequén, no realiz6 una evaluacién detallada de esta etapa, por lo que se
hace necesario un estudio méas profundo en la evolucién histolégica y el comportamiento
de diferentes indicadores del crecimiento y desarrollo entre otros en plantulas de
henequén, antes de la fase de vivero, lo cual brindard una informacion detallada para la

toma de decisiones en la micropropagacion a gran escala.

2.3. Caracteristicas morfo-fisiolégicas de las plantulas como consecuencia de las

condiciones in vitro

Durante el cultivo in vitro las plantulas crecen bajo condiciones especiales que
generalmente incluyen un ambiente cerrado y aséptico, con reducido intercambio
gaseoso, alta humedad relativa, baja intensidad luminosa y medios de cultivo ricos en
compuestos organicos, especialmente sacarosa como fuente de carbono y energia.
Estas condiciones provocan cambios en la anatomia y fisiologia de las plantulas, que las
hacen diferentes de las cultivadas en condiciones de campo o casas de cultivo (Kozai,
1991; Preece y Sutter, 1991; PospiSilova et al., 1992, 1997 y 1999; Desjardins, 1995a,b;
Kozai et al., 1995a).

Debido a la elevada humedad del aire en los frascos de cultivo, las plantulas no
necesitan restringir el intercambio de gases y como consecuencia se produce retardo en
el desarrollo de la cuticula, de las ceras epicuticulares y en el funcionamiento del aparato
estomatico (Brainerd y Fuchigami, 1981; Sutter, 1985; Debergh y Zimmerman, 1991;
Debergh et al. (1992), por consiguiente tienen lugar altas tasas de transpiracion

estomatal y cuticular cuando son transferidas a las condiciones de campo o invernadero.

12
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Las hojas formadas in vitro no son capaces de mantener un equilibrio hidrico cuando son
transferidas a las condiciones ex vitro, ocurriendo asi un estrés y una reduccion del
crecimiento y de los procesos fotosintéticos (Preece y Sutter, 1991). El potencial hidrico
de las hojas o brotes desarrollados in vitro, se corresponde con el medio de cultivo.
Como la diferencia entre el potencial hidrico del medio y el de la plantula es pequeiia, el
transporte de agua y quizas también de nutrientes es muy bajo (Desjardins et al., 1988),
en lo cual influye ademas una deficiente o incompleta conexion vascular entre la raiz y el

brote de la plantula (Framton et al., 1998; Martinez et al., 2005).

En relaciéon a los estomas, estos son redondos en lugar de elipticos, levantados con
respecto a la epidermis y con paredes mas finas (Preece y Sutter, 1991; Ross-Karstens
et al., 1998; Pospisilova et al., 1999), ademas presentan alteraciones en la forma de las
células oclusivas y menores niveles de cutina, pectinas y celulosa en la pared celular de
estas células (Ziv et al., 1987; Ziv, 1991; Diez y Gil, 1999), lo que explica su incapacidad

para cerrarse bajo condiciones que normalmente lo provocarian.

La escasa funcionalidad de los estomas estd también relacionada con la limitada
capacidad de las plantulas desarrolladas in vitro para producir acido abscisico (ABA), lo
gue puede influir en el mecanismo de cierre y apertura estoméatico (Brainerd y Fuchigami,
1992: Santamaria et al., 1993). Aunque se ha observado en estomas de hojas de clavel
(Dianthus caryophyllus) con rasgos de hiperhidricidad que estos no cierran, incluso
cuando el potencial osmotico de las células oclusivas se incrementa en respuesta al ABA
o cuando son plasmolizadas en solucién de sacarosa. Asi, para estas hojas el ABA
funciona como una sefial para el cierre estomatico, pero otros factores, que pueden estar
relacionados con las paredes celulares, evitan el cierre del ostiolo (Pospisilova et al.,
1997). Sin embargo Aguilar et al. (2000) y Majada et al. (2000), empleando tratamientos
de ventilacion a los frascos de cultivo observaron modificaciones en las caracteristicas
anatomicas de los brotes y hojas, en cuanto a engrosamiento de la cuticula, incremento
en el tamafo de las células, reduccion de los espacios intercelulares y aumento en el

grosor de la pared celular.

13



Revisién Bibliogréafica

Las plantulas de henequén (Agave fourcroydes Lem.) originadas in vitro, bajo
condiciones de muy alta humedad relativa y luz constante, carecen de ceras

epicuticulares y pocos estomas con desarrollo incompleto (Robert et al., 1992).

El mesofilo de las hojas en las plantulas cultivadas in vitro, posee un tejido de
empalizada pobremente desarrollado, formado por una sola capa de células,
fundamentalmente compuesto por tejido esponjoso con grandes espacios intercelulares
(Brainerd y Fuchigami, 1981; Debergh y Zimmerman, 1991; Kozai et al., 1992). Los tallos
desarrollados in vitro tienen bajos contenidos de lignina, las paredes celulares son finas
y tienen grandes espacios intercelulares y limitado desarrollo de los tejidos vasculares
(Ziv, 1995). La zona de transicién entre la raiz y el tallo es anormal, con conexiones
vasculares débiles y mal formadas, lo que frecuentemente restringe la toma de agua
(Grout y Aston, 1977 y Martinez et al., 2005).

Las raices in vitro contienen numerosos granos de almidén, abundantes espacios
intercelulares y son generalmente hipertréficas con una longitud muy grande y tejido
vascular primario, mientras que las raices ex vitro presentan células mas uniformes y

compactas, con tejidos vasculares primarios y secundarios (McClelland et al., 1990).

De forma general, las raices pueden ser inducidas bajo condiciones in vitro o ex vitro por
las auxinas, pero las producidas ex vitro estdn mejor adaptadas para sobrevivir la etapa
de aclimatizacién, contrario a las que se forman en los medios con agar, que
normalmente son adventicias y con conexiones vasculares pobremente desarrolladas.
Por ello su contribucién inmediata a la supervivencia de las plantas es inconclusa y

depende de la técnica usada y de la especie (Preece y Sutter, 1991).

El empleo de sucesivos subcultivos (mas de ocho) en medios de multiplicacion con
alterada concentracion de 6 BAP, retrasan el enraizamiento en plantulas de henequén,

segun informa Garriga et al. (2006).

2.3.1. Fotosintesis en condiciones in vitro

Como consecuencia del cultivo in vitro, las plantulas presentan ineficiencia para realizar

los procesos fotosintéticos, debido fundamentalmente a los bajos contenidos de
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pigmentos fotosintéticos y el desarrollo de cloroplastos con granas desorganizadas,
(Preece y Sutter, 1991; Grout y Donkin, 1987; Pospisilova et al., 1997), sin embargo se
ha confirmado determinada capacidad fotosintética en varias especies de plantas en
condiciones in vitro (Pospisilova et al., 1997; Van Huylenbroeck et al., 1998; Carvalho
et al., 2001).

Tradicionalmente el cultivo in vitro de tejidos vegetales ha implicado un comportamiento
heterotrofico de las plantulas que se desarrollan en frascos cerrados, a expensas de las
fuentes de carbono aportadas por el medio de cultivo (Murphy et al., 1998). No obstante
este comportamiento podria modificarse, propiciando un ambiente en los frascos de
cultivo més parecido a las condiciones in vivo. La fotoautotrofia se puede estimular a
través de la reduccion de los carbohidratos en el medio de cultivo, aumentando la
intensidad luminosa y elevando la concentracién de CO, (Kozai e lwanami, 1988; Kozai,
1991; Kirdmanee et al., 1995Db).

Segun Kozai et al. (1995b), la fotosintesis de las plantulas no es restringida
primariamente por el pobre desarrollo del aparato fotosintético, sino principalmente, por
la baja concentracion de CO, durante la incidencia de la luz en los frascos de cultivo
cerrados. La posibilidad de que las plantas alcancen un balance positivo de CO; in vitro,
depende principalmente de la composicion del ambiente gaseoso (Desjardins, 1995a,b),
en lo cual influyen las distintas cubiertas que se emplean para tapar los frascos de
cultivo, las cuales se han disefiado para evitar la entrada de contaminantes, y
consecuentemente, restringen el intercambio de gases entre el interior y el exterior de los

frascos.

Varios autores, (Van Huylenbroeck y Debergh, 1992; Deng et al., 1993; Desjardins,
1995b; Kirdmanee et al.,, 1995a; Heo et al., 1996; Seko y Kozai, 1996) han valorado
considerables incrementos en el crecimiento de las plantulas enriquecidas con CO..
Parte de este beneficio se debe al alargamiento del periodo en que las plantas pueden
asimilar CO, atmosférico. Ademas, la alta concentracion de CO, puede reducir también
la actividad de la RUBISCO, lo que disminuye la fotorrespiracion (Desjardins et al.,
1995a; Walting et al., 2000).
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En resumen existen distintas respuestas de las plantulas a las diferentes condiciones in
vitro en que se desarrollan, éstas tienen un efecto directo en el adecuado desarrollo de
la estructura y el funcionamiento de los érganos y de los organelos celulares (Rodriguez,
2005).

2.4. Proceso de aclimatizacion de plantulas

El proceso de aclimatizacion de plantulas es uno de los pasos criticos de la
micropropagacion (Van Huylenbroeck y Debergh, 1996), debido a que se producen
cambios bruscos en los niveles de dioxido de carbono, la iluminacién y la humedad
relativa, entre otros. Dichos cambios constituyen fuente de estrés para las plantulas

cuando son transferidas a las casas de cultivo o campo (Pospisilova et al., 1999 y 2000).

Las condiciones de mas baja humedad relativa y mayor intensidad de luz en los
ambientes séptico de los exteriores, asociados a las alteraciones morfologicas,
anatémicas y fisiologicas de las plantulas micropropagadas, como consecuencia del
ambiente in vitro, provocan incapacidad de las plantulas para controlar las pérdidas de
agua durante las primeras semanas de la aclimatizacion y para realizar procesos
fotosintéticos eficientes, por lo que un nimero sustancial de ellas no sobreviven después

del trasplante (Preece y Sutter, 1991; Pospisilova et al., 1999; Aguilar et al., 2000).

Kozai et al. (1991) resumen en tres aspectos fundamentales la respuesta de las plantas

micropropagadas luego de la transferencia a la aclimatizacion:

1) Balance negativo de CO, para las primeras dos semanas (producido por la
supresion de la fotosintesis, fotoautotrofia incompleta), tasas de crecimiento
negativas.

2) Excesiva transpiracion (insuficiencia en el control de la pérdida de agua),
dificultad en la toma de agua, dificultad en la toma de nutrientes.

3) Retardo del crecimiento o muerte de las plantas debido a lo antes mencionado.

Al respecto, la mayoria de los investigadores coinciden en destacar que las plantulas,
cuando se trasplantan a condiciones ex vitro, necesitan algunas semanas de sombra

para iniciar su aclimatizacién, con una disminucioén gradual de la humedad relativa, para
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evitar la desecacion y la fotoinhibicion (Bolar et al., 1998; Pospisilova et al., 1999). De
esta forma se logra recuperar las anomalias presentes en las plantulas al inicio de la

aclimatizacion y se eleva la supervivencia (Desjardines, 1995a).

De acuerdo con las consideraciones hechas, algunos autores para aumentar el
porcentaje de supervivencia durante la aclimatizacion, trabajan en preparar las plantulas
desde las condiciones in vitro, empleando ventilacion forzada (frascos con orificios en la
tapa) para lograr en la fase de aclimatizaciéon incrementos de los parametros del
crecimiento de las plantulas y una disminucion de la tasa transpiratoria (Deng et al.,
1993; Yue et al., 1993; Murphy et al., 1998; Aguilar et al., 2000). Vandereschaeghe y
Debergh (1987) aplicaron una variante para reducir la humedad relativa, que consistié en
colocar los frascos sobre una lamina fria, lo que provocd que el vapor de agua se

condensara y que disminuyera la humedad relativa en el interior de los vasos de cultivo.

Por otra parte autores como (Jeong et al., 1995; Cappellades et al., 1991; Heo et al.,
1996 y Kozai et al., 1995a) trabajaron sobre modificar la concentracion de azucar del
medio, la concentracion de CO, y el flujo de fotones fotosintéticos para buscar mejores
respuestas de las plantulas en la fotosintesis y el crecimiento. En este sentido, retirar el
azucar del medio junto a un aumento de la concentracion de CO, mejora la fotosintesis
(Jeong et al., 1995). Sin embargo, segun Ziv (1995) se debe tener presente la etapa del
cultivo y la especie en cuestidon ya que de acuerdo con este autor, es dificil asumir que
una pequefia yema, sin primordio radical y limitada area foliar, durante la etapa de

multiplicacién, pueda desarrollarse sin una fuente de carbono.

La importancia de los procedimientos de aclimatizacion in vitro y el valor incalculable que
estos pueden tener, no pueden menospreciarse para lograr plantas de mayor calidad y
disminuir los costos, sin embargo hay que decir que la aclimatizacién ex vitro sigue
siendo una etapa necesaria en cualquier protocolo de micropropagacion convencional.
Durante el proceso ex vitro, la humedad relativa, densidad de flujo de fotones
fotosintéticos y la temperatura son los factores ambientales que mas afectan la
supervivencia y la fotosintesis neta de las plantulas (Debergh, 1991; De Rieck et al.,
1991; Kirdmanee et al., 1994).
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Otra forma de considerar la transferencia de las condiciones in vitro a sustrato e
invernadero, es en cuanto al enraizamiento de las plantulas. En este aspecto de manera
general se pueden considerar dos posibilidades: a) cuando ocurre el enraizamiento in
vitro y se realiza la transferencia de plantas al suelo y b) cuando los brotes se
transfieren de las condiciones in vitro para su enraizamiento in vivo Yy aclimatizacion
(Enriquez y Diaz, 1994).

Esta demostrado que las raices pueden ser inducidas bajo condiciones in vitro 0 ex vitro
por las auxinas, pero las producidas ex vitro estan mejor adaptadas para sobrevivir la

etapa de aclimatizacion.

Al respecto Debergh y Mane (1981) y Torres (1989), han puesto  objeciones al

enraizamiento in vitro de las plantulas, debido a:

a) Que el enrizamiento in vitro de brotes es una labor que ocupa mucha mano de
obra y que esta etapa es responsable de al menos el 35% del costo de las plantas
producidas in vitro.

b) Usualmente hay un retraso en el crecimiento de brotes enraizados in vitro
después de la transferencia fuera del medio de cultivo.

c) Es dificil inducir un buen funcionamiento del sistema radical producido in vitro y
se ha observado que dos semanas después del trasplante del medio de cultivo a
suelo, las raices formadas in vitro han muerto y nuevas raices comienzan a

desarrollarse.

De manera general, la tendencia en la micropropagacion convencional para el proceso
de aclimatizacion, esté frecuentemente en: 1) Colocar las plantas en condiciones de alta
humedad relativa y 2) Una gradual disminucién de la humedad relativa y un incremento
gradual de la intensidad de luz a través del tiempo (Donnelly et al., 1985; Preece y
Sutter, 1991).

Por su parte Thorpe y Biondi (1982) en relacion con la transferencia de las plantulas de

las condiciones in vitro al suelo, plantean considerar cinco factores:

a) Que exista un balance adecuado entre tallo y raiz.
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b) Debe haber una transicién gradual de la humedad relativa.
c) Se debe eliminar el agar.
d) Se deben dar tratamientos con fungicidas.

e) Debe haber una transicion gradual de la intensidad luminica.

La etapa de aclimatizacion en los protocolos de micropropagacion de henequén, no
refleja lo complejo de este proceso, en ninguno de los casos los autores han establecido
las condiciones que se le deben proporcionar a las plantulas para ser transferidas del
medio de cultivo al sustrato. No obstante, Robert et al. (1999) inducen un pretratamiento
in vitro que consiste en incrementar la solidez del medio, es decir hacer mas negativo el
potencial hidrico de éste, lo que favorece la deposicion de ceras epicuticulares y con ello

se produce la preadaptacion de las plantulas.

Por otra parte en los protocolos de henequén donde se utiliza luz natural en las etapas
desarrolladas in vitro (Pefia et al., 1997; Gonzélez et al., 1997) no se evalla la
repercusion de la luz natural en la aclimatizaciéon, dado que este factor puede tener una

influencia grande en el desarrollo de las ceras epicuticulares y del complejo estomético.
2.4.1. Manejo de las plantulas

El manejo de las plantas en la fase de aclimatizacidon debe realizarse mediante un
proceso gradual y sin crear traumas si se quiere obtener plantas de calidad, capaces de
mostrar un alto grado de homogeneidad cuando son cultivadas en el campo (Agramonte
et al.,, 1998). En este aspecto un esquema valioso es el procedimiento creado por el
Instituto de Biotecnologia de Plantas (IBP) para la aclimatizacion de plantulas
(Agramonte et al., 1998):

e Lavar cuidadosamente las plantas para eliminar restos de agar de los brotes y
raices.

e Colocar las plantas en agua destilada durante 12- 16 horas antes de la plantacion.

e Clasificar las plantas por tamafio y de ser posible individualizar brotes multiples.

e Sumergir las raices en una solucién fungicida (Benomyl 0,1% + Monceren 3g/L)

para protegerlas de posibles ataques de hongos.
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e Aplicar una solucién de brasinoesteroides por inmersién de las raices (0,1 mg/L)
para incrementar la emision de las mismas y el crecimiento integral de las plantas.

e Realizar la plantaciébn en un sustrato que garantice una adecuada sanidad y el
crecimiento de las plantas.

e Mantener una alta humedad relativa (80 — 90 %) durante las primeras dos
semanas, aplicando una mayor frecuencia de riego de corta duracion y reducir
durante este periodo la intensidad luminosa entre un 50 y 70 %.

e A partir de la segunda semana incrementar progresivamente la luz hasta lograr
una reduccion entre un 15 — 20 % y espaciar los riegos.

e Fertilizacion tan pronto se haya establecido el sistema radicular. Esto

normalmente ocurre a los dos semanas después de la plantacion.
2.4.2 Sustrato

El papel demostrado por el sustrato en el proceso de aclimatizacién, hace que este sea
uno de los factores méas estudiados en las biofabricas especializadas, dado por la
carencia de un material Unico, de reconocida calidad y con la debida certificacion que
garantice el adecuado crecimiento y desarrollo de las plantulas en un corto periodo de
tiempo.

Segun Abad (1998), se considera sustrato, a los materiales sélidos y porosos de origen
natural o sintético, que solos o combinados garantizan un adecuado crecimiento de las
plantas bajo condiciones ambientales controladas. Estos tienen como funcion dar a la
planta sostén mecéanico y a la vez permiten que las raices tomen aire y agua, éste puede
0 no intervenir en el complejo proceso de la nutricion vegetal (Tortosa, 1990), citados por
Agramonte et al. (1998).

Hartmann et al. (1997) establecen diferentes caracteristicas que debe tener un sustrato
para obtener buenos resultados con su empleo, aunque estos autores se refieren
fundamentalmente a los sustratos empleados para enraizar estacas y germinar semillas.
No obstante para el caso de las plantulas, se ha determinado que las caracteristicas son
esencialmente las mismas, las cuales se resumen en los siguientes aspectos segun
Rodriguez (2005):
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El medio debe ser lo suficiente firme y denso para sostener las estacas o semillas
en su lugar durante el enraizamiento o germinacion.

Debe retener suficiente humedad (40-50 %) de modo que no sea necesario regar

con mucha frecuencia.

Debe ser suficientemente poroso para facilitar el drenaje, permitiendo la adecuada
penetracion de oxigeno a las raices (10-20 %).

Debe estar libre de semillas de malezas, nematodos y patégenos.

No debe tener un alto nivel de salinidad, conductividad eléctrica menor de
1,75 mohm/cm.

Debe ser capaz de ser pasteurizado por calor o con productos quimicos sin que
sufra dafos.

Debe proveer adecuada nutricion en situaciones en que las plantas deben
permanecer por largos periodos aunque generalmente se recomienda el empleo
de fertilizantes de lenta liberacion. Retencion de nutrientes de 79-190 meqg/100g.

Mantener el pH entre 5,5 - 6,5.

Ademas de estas caracteristicas, se sefiala que las mezclas de sustratos deben ser

facilmente reproducibles y disponibles. Otro aspecto importante destacado por Ball

(1998), es que el productor debe ser capaz de reproducir una mezcla particular siempre

y debe permitir manejarse las condiciones de la misma, de forma tal que el drenaje y los

requerimientos de fertilizantes incrementen los niveles de supervivencia vy el ritmo de

crecimiento del cultivo.

En relacion a la calidad de los sustratos, Paneque (1998) refiere, que cuando se

necesita establecer sustratos organicos, utilizando mezcla con suelo, zeolita u otro

material, es necesario tomar en cuenta factores que rigen ese tipo de mezcla y que

determinan la eficiencia que se logre en los sistemas de cultivo que se pongan en

explotacion.

Esos factores son:

Contenido de materia organica de la mezcla.
Andlisis quimico del abono organico para conocer su contenido de humedad,

materia organica y elementos nutritivos.
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e Analisis quimico del suelo u otro material para preparar el sustrato.
e Conocer la densidad aparente del abono organico y del suelo que se vaya a

utilizar para la mezcla.

Diferentes trabajos de la literatura nacional e internacional citan materiales organicos que
en su estado natural o combinados constituyen sustratos eficientes para la aclimataciéon
de las plantulas (Ortiz et al., 1998a; Tellez et al., 2000; Rodriguez et al., 2000; Favaro et
al., 2002; Viegas et al., 2005).

Algunos de los sustratos o0 componentes mas empleados en Cuba son:

- Turba

La turba esta formada por restos de vegetacion de pantano o ciénaga que han sido
preservados bajo el agua en un estado parcialmente descompuesto. La carencia de
oxigeno en la ciénaga limita la descomposicion bacteriana y quimica del material vegetal.
La composicién de los diferentes depositos de turba varia en dependencia de la
vegetacion a partir de la cual se origina, el estado de descomposicion, el contenido de
minerales y la acidez inciden directamente en los resultados que se desean alcanzar
(Whittle, 1987).

- Arena

La arena consiste de pequefas particulas (0.05 -2 mm de didmetro), cuya composicion
mineral depende del tipo de roca. Es el mas pesado de todos los sustratos para enraizar
estacas o el cultivo de plantas en vivero. Esta debe ser fumigada o pasteurizada en
estufa antes de usarla, pues pueden contener semillas de malezas y varios patdgenos.
La arena no contiene nutrientes minerales y no tiene capacidad de intercambio cationico,
por ello es empleada fundamentalmente en combinaciébn con materiales organicos
(Hartmann et al., 1997).

- Zeolitas
Son aluminosilicatos hidratados, generalmente sodicos, su estructura es cristalina,
semejante a un panal que permite la entrada de iones potasio (K*) y amonio (NH;") que

actuan como fertilizantes de lenta liberacion, mezcladas con turba pueden alcanzar una
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capacidad de cambio catiénico de 250-300 meg/L. Son capaces de retener agua
utilizable por las plantas lo cual reviste gran importancia, ya que se puede reducir el
namero de riegos, con el consiguiente ahorro de agua y energia (Agramonte et al.,
1998).

En la aclimatizacién de plantulas, se han empleado diferentes sustratos constituidos por
zeolita y su combinacién con otros materiales organicos en distintas proporciones. Los
resultados han demostrado que con el empleo de la zeolita sola o combinada, se
alcanzan mayores porcentajes de supervivencia, que cuando se utilizan materiales
organicos individuales (Teran et al., 1996; De la Fé et al., 1998; Ortiz et al., 1998a, b).

- Cachaza

La cachaza es un residuo del proceso de clarificacion del jugo de la cafia de azucar, que
consiste en una mezcla de fibras, sacarosa, tierra, cera, compuestos albuminoides y
algunos elementos como fosforo, nitrdgeno y calcio. Sus contenidos de potasio son bajos
(Urquiza et al., 1980).

- Humus de lombriz
Se produce por la descomposicion de residuos organicos por lombrices especializadas

gue tienen la facultad de producir humus de alta calidad.

- Residuo orgéanico de pulpa de henequén descompuesta

Se obtiene como resultado del proceso de descomposicion de la pulpa de henequén,
gue es uno de los subproductos del proceso de despulpado de la hoja en la obtencion de
la fibra, por su riqueza se ha considerado por los productores como un abono organico
de alta calidad, (Anexo 2, Tabla 1). En este trabajo se realiza una evaluacion del
comportamiento del crecimiento y desarrollo de plantulas de henequén en una mezcla de

materiales, utilizando pulpa de henequén descompuesta y zeolita.

2.4.3. Manipulacion de laluz en las casas de cultivo

El control de la intensidad luminica es uno de los manejos mas importantes durante la
fase de aclimatizacion, ya que las plantas provienen de un ambiente con baja intensidad

luminica y son transferidas a uno con alta intensidad, lo cual puede causar lesiones
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severas del follaje, fotoinhibicion y fotodegradacion de las clorofilas (Van Huylembroeck,
1994; Van Huylenbroeck et al., 1995).

Evaluando el manejo de la luz en los cultivos de cafia de azlcar y pifia durante la
aclimatizacion, Gonzalez et al. (1999) y Rodriguez et al. (2000) encontraron que las
plantulas son muy dependientes de la intensidad luminica en las cuales son colocadas,
destacando ademas que el manejo de la intensidad luminosa es un aspecto importante
para acelerar el transito de las plantas por el area de aclimatizacion, para que una vez
lograda la supervivencia, éstas crezcan y se desarrollen rapidamente, para hacer
eficiente el proceso de propagacion y utilizar con mayor frecuencia las instalaciones

especializadas dedicadas a estos fines.

Para atenuar el efecto de la luz se emplean mallas plasticas de diferentes porcentajes de
sombreo durante las primeras semanas, éstas se retiran gradualmente, hasta que las
plantas son expuestas al mayor porcentaje de luz posible, lo cual incrementa su
adaptacion a condiciones de campo. En algunas instalaciones estas mallas son fijas,
pero en otras son moviles, que es la variante mas conveniente por la flexibilidad que

requiere esta manipulacién (Agramonte et al., 1998).

En el proceso de aclimatizacion del henequén en los protocolos anteriormente citados,
no se valoran diferentes intensidades de luz, por lo que constituye una variable de

estudio en este trabajo.

2.4.4. Manejo de la humedad relativa

Debido a que las plantas provenientes del cultivo in vitro no son capaces de regular su
economia hidrica, por los desordenes provocados en la morfologia, anatomia y fisiologia
de las plantulas, como ya se destacé anteriormente, éstas deben ser mantenidas en
condiciones de alta humedad relativa en el periodo inicial de aclimatizacion,
practicamente simular las condiciones del ambiente in vitro hasta que las plantas se
adapten (Van Huylenbroeck y De Rieck, 1995; Santana et al., 1996; Martinez et al.,
2005). En etapas posteriores esta exigencia se tiende a disminuir por parte de las
plantulas, y la humedad relativa se disminuye gradualmente hasta alcanzar los niveles
del ambiente externo (Gonzalez et al., 1999).
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Para el control de la humedad relativa en las casas de cultivo se emplean varios
sistemas:

- Sistemas cerrados

Se trata de tuneles de polietileno que logran una reduccion de la pérdida de agua de las
hojas, por el resultante incremento de la humedad relativa; pero estos sistemas tienden a
conservar el calor. El tejido de la hoja no se enfria debido a que hay un minimo
movimiento de aire y enfriamiento evaporativo. Para reducir el calor, se regula la
intensidad de luz con sombra (Hartmann et al., 1997). Empleando este sistema Etienne
et al. (1997) alcanzaron altos porcentajes de supervivencia en plantulas de café con sélo

tres riegos diarios.

- Nebulizacién intermitente

Estos sistemas crean una lamina de agua sobre las plantas y el sustrato. De este modo,
la pérdida de agua, tanto de la hoja como de su alrededor, se reduce por la reduccion de
la temperatura que se produce al evaporarse el agua y ademas por el aumento de la
humedad relativa (Van Huylenbroeck et al., 1995; Hartmann et al., 1997). Estos sistemas
son ampliamente empleados en la propagacion por estacas de diferentes especies para
garantizar la no desecacion de las mismas y obtener altos porcentajes de supervivencia
(Rodriguez et al., 1998).

- Sistemas de roseta

Son sistemas que provocan gran dispersion de las gotas de agua (50-100 pm),
permitiendo que el agua quede suspendida por varios segundos como una nube, estos
sistemas elevan la humedad relativa y evitan el sobre humedecimiento del sustrato
(Hartmann et al., 1997).

- Sistemas de niebla

Son generadores de niebla o atomizadores que producen gotas (20 um). Estos sistemas
elevan la humedad relativa hasta 93-100 %. El agua queda suspendida en el aire como
vapor, mientras las gotas mayores pierden su suspension y caen a la planta y al sustrato
(Hartmann et al., 1997).
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2.4.5. Control fitosanitario

La humedad del suelo es un factor que propicia notablemente la aparicion de
enfermedades transmitidas por el suelo al influir sobre el hospedante y sobre el
parasito. Los suelos con alta retencién de humedad generalmente favorecen la aparicion

de enfermedades radicales (Mayea y Herrera, 1994).

Las plantas provenientes del cultivo in vitro son mas susceptibles al ataque de plagas y
enfermedades, cuyos agentes causales pueden estar presentes en el sustrato o en el

ambiente de la instalacion (Yanes et al., 2000; Rodriguez, 2005).

La susceptibilidad de las plantulas a los procesos de pudricion, potencialmente pueden
ser estimulados debido a la alta humedad relativa presente en el ambiente, favorecidos
por un proceso de necrosis que normalmente ocurre en las raices producidas in vitro
(Debergh y Maene, 1981; Viegas et al., 2005), cuando se hace el trasplante a sustrato en

las casas de aclimatizacion.

De acuerdo con Yanes et al., 2000 y Rodriguez, 2005, la desinfeccion del sustrato ya
sea por via quimica (formalina) o fisica (calor por solarizacion, estufa o autoclave) es
una medida efectiva para disminuir las pérdidas provocadas por patdégenos que se
encuentran en el sustrato. La utilizacion de agentes biolégicos con hongos antagonistas
como Trichoderma viride también es una alternativa de control eficiente de la
manifestacion y accién de otros microorganismos indeseables (Agramonte et al., 1998;
Companioni et al., 1998). Este efecto secundario lo han ejercido tratamientos con
micorrizas y azotobacter en los sustratos empleados en la aclimatizacion de plantulas de

pifia (Ananas comosus L.) (Expésito et al., 1993; Gonzélez et al., 1995).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en el Centro de Estudios Biotecnoldgicos (CEBIO)

de la Universidad de Matanzas "Camilo Cienfuegos”.
3.0. Técnicas y procedimientos generales
a - Seleccion del material vegetal

En todos los estudios realizados se utilizaron plantulas procedentes del protocolo
de micropropagacion establecido por Gonzalez (2001) (Anexo 1). Las plantulas
fueron enraizadas in vitro durante 30 dias en medio MS (Murashige y Skoog,

1962) con las sales de nitrégeno ligeramente modificadas por Robert et al. (1992).
b - Preparacion del material vegetal

Las plantulas seleccionadas fueron extraidas de los frascos de cultivo y lavadas
cuidadosamente con agua corriente para eliminar los restos de agar de los brotes
y raices. Las raices producidas in vitro fueron podadas para facilitar el
establecimiento de las plantulas en el sustrato y evitar posible pudricion por

contaminacion.

Las plantulas de los lotes utilizados para establecer cada experimento fueron
clasificadas de acuerdo con su tamano y seleccionadas teniendo en cuenta los
objetivos de cada ensayo, en todos los casos se sometieron a un periodo de 10
horas de imbibicion en agua destilada antes del trasplante y en el momento de la
siembra en la bandeja la parte basal y la zona de las raices se sumergieron en
una disolucion de oxicloruro de cobre con una concentracion de 14,5 g L™ (De Faz
y De Cossio, 1983), de acuerdo con lo informado por Martinez et al. (2005).
Posterior al tratamiento con este fungicida las plantulas no fueron lavadas para su

plantacién.

27



Materiales y Métodos

¢ - Condiciones generales del proceso de aclimatizacion

Las plantulas se establecieron en bandejas de poliespuma de 247 alveolos (47 x

69 cm, volumen de alveolo 30 cm®).

El proceso de aclimatizacion se desarrollé en casa de cultivo con manejo de la
intensidad luminosa [flujo de fotones fotosintéticos (FFF)], a través de diferentes
condiciones creadas con el empleo de capas de malla Zaran de color negro
(Agramonte et al., 1998; Escandon et al., 2003; Traore et al., 2003; Viegas et al.,
2005.). Para la medida del paso de la luz se utilizdé un luxémetro del tipo PU 150.
Se empled el factor 0.0185 para la conversién a umol m? s (Thimijan y Royal,
1982).

Para mantener la humedad relativa (HR) por encima del 90 %, se estableci6é un
sistema de riego localizado a través de la técnica de microjet, con emisores Ma-r
-140 x 1.0, con un caudal de 36 L/h y carga de 15 m.c.a que produce una alta
pulverizacion de las gotas de agua en forma de neblina. Esta condicion se logré
con la aplicacion de 14 riegos, con un intervalo de 30 minutos y una duracion de
cinco minutos, de forma diaria entre las 9:00 am y las 4:00 pm, durante los
primeros 15 dias. Posteriormente la humedad relativa se mantuvo al 80 %, con la
ampliacion del intervalo de riego a 60 minutos, disminuyéndose en un 50% el
numero de riegos. El control de la humedad relativa y la temperatura se realizé

con un hidrotermaografo del tipo VEB.

Por la posicién del sistema de riego descrito anteriormente, el cual se colocé en la
parte superior del area de aclimatizacién, no se garantizé el humedecimiento del
sustrato. Este se logré con intervalo de un riego diario, para lo cual se establecié
una instalacion especifica para este objetivo, de acuerdo con el sistema de riego
descrito anteriormente. El tiempo de riego fue de dos minutos, de manera
fraccionada, en un minuto en horas de la mafiana y un minuto en horas de la

tarde. El volumen aplicado diario fue de 1,2 L m? (Otero et al., 2000).

La temperatura oscilo entre 23-27°C de acuerdo con las condiciones ambientales
naturales.
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El material organico utilizado en el sustrato, fue pulpa de henequén
descompuesta, tamizada a un diametro de 6 mm. Las caracteristicas quimicas de

este material se describen en el Anexo 2 (Tablas 1y 2).
d - Condiciones generales del crecimiento en previvero

Para esta fase se utilizaron canteros de hormigén con un area de 2,5 m?, y una

profundidad de 0,40 m, ubicados en condiciones naturales.

Durante las 10 primeras semanas se aplicd un riego diario con una dosis de 1,5
L m™, de acuerdo con Otero et al. (2000), con un volumen de entrega para el area
del cantero de 3, 75 L, posteriormente el intervalo de riego se amplié a dos dias.
Se utilizé un sistema de riego localizado con la técnica microjet, con emisores
Ma-r -140 x 1.0. El riego fue suspendido durante los periodos en que ocurrieron

precipitaciones.

3.1. Efecto de la calidad de las plantulas en la supervivencia, en el momento

de salida de las condiciones in vitro a las ex vitro

Se hizo un analisis de la distribucion de frecuencia de la talla para establecer
categorias de plantulas. Para ello se tuvo en cuenta criterios establecidos por
Agramonte et al. (1998), Ortiz (2000) y Yanes et al. (2000). Se seleccionaron al
azar tres poblaciones independientes de 50 frascos de la fase in vitro en el
momento de su salida para la aclimatizaciéon. A las plantulas contenidas en cada
uno de estos frascos se le midid su tamano (talla), desde la base del pseudotallo
(punto de insercion con las raices), hasta la altura de las hojas mas desarrolladas,
se empledé una regla graduada con precision de 1Tmm. De esta manera, se

establecieron grupos o categorias de plantulas de acuerdo con su talla.

El efecto de la calidad de las plantulas en la supervivencia durante la
aclimatizacion se realizé al total de plantulas provenientes de 25 frascos, las
cuales se sometieron a los procedimientos que se explican en los epigrafes 3.0 (a,
by ¢). En este caso las plantulas se mantuvieron durante 60 dias bajo condiciones
controladas de intensidad de flujo de fotones fotosintéticos (558,74 < FFF < 686,55
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umol m s'1), con el empleo de mallas que permitian el paso del 30 % de la luz
solamente y bajo condiciones de humedad relativa (HR) superiores o igual al
90 %.

Las plantulas fueron clasificadas de acuerdo a los cuatro grupos o categorias
establecidos, los cuales constituyeron las variantes en estudio. EI numero de hojas
(No hojas) y la masa fresca de la planta (Mf.P) de cada plantula por categoria
fueron medidos al momento de su salida de la fase in vitro. La masa se determino
en balanza analitica Sartorius (precision 0,1mg); el numero de hojas se determino
por el conteo del numero total de hojas. Se emple6 como sustrato en las
bandejas, solamente material organico de pulpa de henequén descompuesta, con
las caracteristicas que se reflejan en el Anexo 2, (Tabla 2 del Anexo 2). La

supervivencia de las plantulas se midié a los 15, 30, 45 y 60 dias.

El ensayo de supervivencia se repitio en tres oportunidades, al cual se le aplicé un
analisis de tabla de contingencia para demostrar la similitud en las caracteristicas
de las poblaciones entre cada una de las repeticiones (142 plantulas promedio por
poblacién). El porcentaje de supervivencia por categoria fue comparado a través

de la comparacion de proporciones.

3.2. Establecimiento de un sustrato que favorezca el proceso de

aclimatizaciéon de las plantulas de henequén

Se utilizaron plantulas seleccionadas segun criterio en epigrafe 3.0 (a),
comprendidas en la categoria de 7 a 9 cm de acuerdo con su talla, provenientes
de la fase de enraizamiento, a las cuales en todo momento se les aplico el

tratamiento que se explica en el epigrafe 3.0 (b).

Se establecieron mezclas de pulpa de henequén descompuesta con zeolita. Se
tuvo en cuenta los indicadores de calidad para sustratos organicos que
recomienda Paneque (1998), la riqueza del residuo organico de la pulpa de
henequén se refleja en el Anexo 2 (Tabla 2 del Anexo), ésta se determind, segun

la técnica analitica para abonos organicos (Paneque et al., 1999).
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Los tratamientos en estudio se establecieron a partir de cuatro niveles diferentes
de materia organica en la mezcla (Tabla 1), expresados en porciento (% MO) y

calculados por la metodologia de Paneque (1998).

Tabla 1. Tratamientos de estudio para el establecimiento del sustrato (Mezcla
equivalente a 10 kg por tratamiento).

Composicion Cantidad de los
volumétrica de las materiales mezclados
Tratamien | % MO | Densidad | mezclas (%) en kg
tos (g/lcm?)
** Pulpa ** Pulpa
de de
* Zeolita | henequén | * Zeolita | henequén
1 8 0,71 47 53 6,43 3,57
2 10 0,66 38 62 5,54 4,46
3 12 0,62 30 70 4,65 5,35
4 14 0,59 23 77 3,75 6,25

* Zeolita sin cargar, con una densidad de 0,98 g/cm?, granulometria de 1-2 mm
(Empresa Geominera del Centro UEB Zeolitas Tasajeras).

** Pulpa de henequén con descomposicién de 180 dias, de la Empresa Henequenera
Eladio Hernandez Le6n de Matanzas. Tamizada a 6 mm.

Las condiciones experimentales fueron similares a las descritas en el experimento
anterior (558,74 < FFF < 686,55 ymol m? s y HR 2= 90 %). Para evaluar los
resultados se midio el porcentaje de supervivencia de las 40 plantulas a los 15, 30,
45 y 60 dias, y el area foliar (Af) y la masa seca total (Ms.T) se determino a los 60
dias. Se utilizé para estos dos ultimos indicadores un tamafio de muestra de 10

plantas por tratamiento.

El area foliar se calcul6 con la ecuacion Af = Largo x Ancho x 0,68, de acuerdo con
Gonzalez (2001) y para la determinacion de la masa seca total se secaron las

muestras en estufa a 80 °C hasta peso constante.

Las longitudes fueron medidas con regla graduada (precision 1mm) y las masas

en balanza analitica Sartorius (precision 0,1mg).

31



Materiales y Métodos

En la evaluacion de los porcentajes de supervivencia por tratamiento se aplico la
prueba de comparacion de proporciones, y para la comparacion de las medias del
Afy Ms.T, se utilizé la estimacion de las medias a través del intervalo de confianza

para el 95 % de confiabilidad.

Tabla 2. Composicion quimica de los sustratos de acuerdo con los
tratamientos establecidos.

Tratamientos MO K Ca Mg P N
% % % % % %
1 8 0,010 0,53 0,092 0,02 0,46
2 10 0,013 0,66 0,115 0,031 0,57
3 12 0,016 0,79 0,139 0,037 0,69
4 14 0,018 0,93 0,162 0,043 0,81

El pH no varié, se mantuvo alrededor de ocho para todas las mezclas. Se obtuvieron con
la técnica analitica para abonos organicos (Paneque et al., 1999).

3.3. Estudio del comportamiento de plantulas de henequén bajo diferentes

condiciones de sustrato y marco de plantacion en la fase de previvero

Plantulas con talla de 7 a 9 cm, que fueron aclimatizadas en un sustrato con 10 %
MO (pulpa de henequén + zeolita) durante 60 dias en condiciones ambientales
similares a las descritas en los experimentos anteriores (experimentos 3.1 y 3.2),
fueron evaluadas en diferentes tratamientos, teniendo en cuenta el efecto de dos
factores: tipo de sustrato y marco de plantacion (Tabla 3). Se tomaron como base
las recomendaciones del Instructivo Técnico del cultivo del henequén (Cuba
MINAG, 1986). Se midieron tres indicadores relacionados con el vigor de las
plantulas: Talla, Numero de hojas y Grosor del pseudo tallo (Otero, 1999; Enriquez
et al., 2000). La medida de los indicadores talla y numero de hojas se realizé de
acuerdo al procedimiento descrito en el experimento 3.1, el grosor del pseudotallo
se midid en la base de éste (punto de insercion con las raices), para lo cual se

utilizé un pie de rey (precision 1mm).

Se emple6 un disefio totalmente aleatorizado con arreglo bifactorial, con un total

de seis tratamientos y tres repeticiones por tratamiento; en cada unidad
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experimental se utilizé un total de 40 plantulas (120 plantulas/ tratamiento). El

experimento se establecio a partir de Junio del 2000 y se muestreo a los 180 dias.

Tabla 3. Alternativas de estudio a partir de los factores evaluados.

Marco de plantacion

PrTeI\F/)i?/gri Sustrato (cm)
10x 10 15x 15
P. henequén T T
descompuesta 1 2
Cantero de P. henequén
hormigén descompuesta + suelo. T3 Ta
(10 % MO)
Suelo sélo Ts Te

Suelo: Ferralitico Rojo (Anexo 3)

T4, To, T3, T4, Tsy Te: tratamientos independientes (3 repeticiones/ tratamiento)

P. henequén (residuo organico de pulpa de henequén descompuesta), la riqueza del
residuo organico de la pulpa de henequén se refleja en el Anexo 2.

En el procesamiento de los resultados se aplic6 un analisis de varianza de
clasificacion simple y la prueba de rangos multiples de Duncan para la

discriminacién de las medias (95 % de confiabilidad).

Las principales variables climaticas que caracterizaron el periodo experimental se

presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Principales variables climéticas que caracterizaron el periodo del
previvero.

Periodo Temperatura (°C) Precipitaciones Humedad Relativa
X Méaxima  Minima (mm) (%)
Junio 23,7 32,7 14,9 45,9 76,5
Julio 25,6 34,5 19,2 86,1 76,1
Agosto 26,9 34,9 21,1 195,5 83,7
Septiembre 26,5 34,3 21,4 306,1 84,8
Octubre 25,4 32,8 16,0 516,9 84,6
Noviembre 22,4 31,3 14,3 2259 80,5
Diciembre 21,5 31,0 14,4 10,0 78,3
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3.4. Efecto del incremento del flujo de fotones fotosintéticos (FFF) vy la
reduccion de la humedad relativa (HR) sobre la supervivencia de las

plantulas durante la aclimatizacion

Se emplearon plantulas seleccionadas comprendidas en la categoria de 7 a 9 cm
de acuerdo con su talla, provenientes de la fase de enraizamiento de la etapa in
vitro. Como sustrato se empled el residuo organico de pulpa de henequén
descompuesta mezclada con zeolita, con un 10 % de MO y una densidad de 0,66
g/cm®. Las plantulas se expusieron a diferentes condiciones de intensidad de flujo
de fotones fotosintéticos (FFF) durante la aclimatizacion, las que se explican en la
tabla 5. Los cambios de ambiente se realizaron a los 15 dias, fecha que se
selecciond6 en correspondencia con los resultados de los experimentos

previamente analizados (3.1 y 3.2).

Tabla 5. Condiciones ambientales a que se expusieron las plantulas de
henequén durante la aclimatizacion.

Desde 0 a 15 dias Desde 15 a 60 dias
Tratamien. | 1R 2 90 % HR =90 %
o | ( 58,74 < FFF < 686,55 umol m2|( 58,74 < FFF < 686,55 ymol m
s) s)
Tratamien. | HR =90 % 80 % HR
. (558,74 < FFF < 686,55 umol m?|(1 303,37 < FFF < 1 602,04 pmol
oll 1 2 -1
s m-s’)
Tratamien. | 1R = 90 % HR (75— 79 %)
o Il (558,74 < FFF < 686,55 umol m?|(1 941,42 < FFF < 2 288,57 pmol

s m? s™)

El ambiente caracterizado por el rango de 75 a 79 % HR y (1 941,42 < FFF < 2 288,57
umol m? s™), se logré en exterior.

Se empled un disefio experimental totalmente aleatorizado, cada tratamiento conté
con 40 plantulas (5 repeticiones con 8 plantulas cada una). El analisis del

porcentaje de supervivencia se realizo para cada tratamiento a los 60 dias.
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3.5. Efecto del momento de traslado de las plantulas desde las condiciones

de ambiente controlado (aclimatizacion) a ambiente natural (previvero)

Se utilizaron plantulas seleccionadas segun criterio en epigrafe 3.0 (a),
comprendidas en la categoria de 7 a 9 cm de acuerdo con su talla. Las bandejas
fueron rellenadas con un sustrato conformado por la mezcla de la pulpa de
henequén descompuesta con zeolita, con un 10 % de MO y una densidad de 0,66

glem?.

En el experimento se evalué el momento de traslado de las plantulas desde la
etapa de aclimatizacion a previvero. Las que se trasladaron a los 30, 45 y 60 dias
de aclimatizacion, a partir de dos condiciones de manejo del ambiente en las
casas de cultivo, de acuerdo con los resultados del experimento anterior

(Experimento 3.4).

Se empleé un disefio experimental completamente aleatorizado con arreglo
bifactorial, cada tratamiento conté con 40 plantulas. Los tratamientos quedaron
constituidos de la siguiente forma:

Factor | Factor I
Manejo de las condiciones ambientales en la casa de Momento de
cultivo traslado (dias)
Condiciones Desde 15 a 60 dias 30 45 60
H 2 90 % y (558,74 < FFF < 686,55 pmol
C1
257 I 1] \Y
0, < <
co 80 % HR y (1 303,37 < FFF = 1 602,04 I v N

pumol m?s™)

De 0 a 15 dias el manejo de las condiciones ambientales es similar para todos los
tratamientos: HR = 90 % y (558,74 < FFF < 686,55 umol m2s™). I, I, ll, IV, V y VI
constituyen tratamientos independientes.

Las condiciones en el previvero se desarrollaron de acuerdo al epigrafe 3,0 (d), en

correspondencia con los resultados del experimento 3.3. El porcentaje de
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supervivencia por tratamiento fue procesado a través de la comparacion de

proporciones.

3.6. Estudio de algunos cambios anatomorfolégicos y fisiolégicos

producidos en las plantulas durante la aclimatizacion

Se utilizaron plantulas seleccionadas comprendidas en la categoria de 7 a 9 cm de
acuerdo con su talla, provenientes de la fase de enraizamiento. El proceso se
desarrollé en casa de cultivo bajo condiciones controladas de acuerdo al siguiente
manejo: de 0 a 15 dias, HR 2 90 % y (558,74 < FFF < 686,55 umol m2s™), y de 15
a 60 dias, 80 % HR y (1 303,37 < FFF < 1 602,04 umol m?s™"). Como sustrato se
empleo el residuo organico de pulpa de henequén descompuesta mezclada con

zeolita, con un 10 % de MO y una densidad de 0,66 g/cm?.

El comportamiento de diferentes indicadores anatomorfolégicos y fisiologicos de
las plantulas durante el proceso de aclimatizacién se evalué a partir de la salida in
vitro hasta los 60 dias con intervalos de 15 dias (0, 15, 30, 45 y 60 dias).

Se empled un disefio experimental totalmente aleatorizado, cada tratamiento conté
con 120 plantulas, divididos en tres unidades experimentales de 40 plantulas cada

una.
Los tratamientos experimentales quedaron constituidos de la siguiente forma:

- Plantas al momento de salida de las condiciones in vitro a las ex vitro (0 dias).

- Plantas con 15 dias en casa de cultivo (HR =2 90 % y FFF entre 558,74 y
686,55 umol m?s™).

- Plantas con 30 dias en casa de cultivo, de 0 a 15 dias (HR =290 % y FFF entre
558,74 y 686,55 pmol m?s™), y 15 dias (80 % HR y FFF entre 1 303,37 y
1 602,04 ymol m?2s™).

- Plantas con 45 dias en casa de cultivo, de 0 a 15 dias (HR =90 % y FFF entre
558,74 y 686,55 uymol m? s™) y 30 dias (80 % HR y FFF entre 1 303,37 y
1 602,04 pmol m?2s™).
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- Plantas con 60 dias en casa de cultivo, de 0 a 15 dias (HR =290 % y FFF entre
558,74 y 686,55 uymol m? s™") y 45 dias (80 % HR y FFF entre 1 303,37 y
1 602,04 pmol m?2s™).

En 25 plantulas se midieron: tamafo de la planta (talla), masa fresca de la planta
(Mf.P), numero de hojas (No hojas), ancho de las hojas (ancho hojas), numero de
raices (No Raices), masa fresca de la raiz (Mf.R) y relacién masa fresca de la
raiz, masa fresca de la planta (Mf.R/Mf.P). En diez plantas se determinaron: masa
seca total (Ms.T), area foliar (Af) e indicadores del estado hidrico de las plantas,
contenido relativo de agua (CRA) y potencial hidrico foliar (W). En cinco plantulas
se determiné la masa seca de los distintos 6rganos de la planta: masa seca del
sistema radical (Ms.R), masa seca del tallo (Ms.Ta) y masa seca foliar (Ms.H). A
partir de estas variables de biomasa se determinaron ademas, la tasa absoluta de
crecimiento (TAC), la tasa relativa de crecimiento (TRC), tasa de asimilacion neta
(TAN), la relacion de peso foliar (RPF), el area foliar especifica (AFE) y la relacion
del area foliar (RAF). También se caracterizo el tejido epidérmico y del mesodfilo de

la hoja (estas técnicas se describen mas adelante).

La tasa absoluta de crecimiento se calculé segun la siguiente ecuacion propuesta
por Torres (1985):

e TACS= (mg-m1)/(t2-t1)

Las tasas relativas se calcularon de acuerdo a las siguientes expresiones

matematicas (Beadle, 1993):

e TRC = (In ma/mq) / (t2 - t4), siendo myy my, y t1 y {2 las masas secas y los
tiempos, al inicio y final del periodo considerado respectivamente.

e TAN = [(ma—my) / (A2 — A)] [(In A2/ Aq) 1 (t2 — t4)], siendo Az y Aq la
superficie total foliar inicial y final respectivamente.

e RPF = [(Mn2— mp1) / (M2—m4)] [(In m2/ m4) / (In mp2/ mpq)], donde mpqy mpa
son las masas secas foliares al inicio y al final del periodo considerado.

o AFE =[(A2— A1)/ (Mh2 — mue)] [(In Mp2 / mn1) / (In Az / Aq)].
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e RAF =1[(A2 — A)) / (ma — mq)] [(In mz / my) / (In A2/ Aq)]. Este ultimo
parametro corresponde al producto de otros dos parametros (RAF = RPF x
AFE).

Las variables Mf.P, No hojas, ancho hojas, No Raices, Mf.R y Mf.R/Mf.P, Af,
Ms.R, Ms.Tay Ms.H se determinaron segun los procedimientos que se explican

en los experimentos 3.1y 3.2.

El contenido relativo de agua foliar (CRA), se determiné segun Barrs (1968) y
Sanchez-Diaz y Aguirreolea (2000), a partir de la siguiente expresion: [(ms - mg) /
(m¢— ms)] x 100, donde m¢ es la masa fresca, ms es la masa seca y m;es la masa

turgente.

La masa fresca corresponde a la masa foliar en el momento del muestreo, la masa
turgente es la masa de las hojas tras su saturacion en agua a 4°C durante 24
horas en la oscuridad, y la masa seca es la masa de las hojas tras colocarlas en

estufa a 80 °C hasta peso constante.

La medida del potencial hidrico foliar antes del alba (\V'y), fue realizada antes del
final del periodo de oscuridad (al alba), en el mismo tipo de hoja de cada plantula
por tratamiento. Para la determinacién del mismo se utilizé6 una camara de presion
tipo Scholander- Hammer, de acuerdo con la técnica seguida por Scholander et
al. (1964 y 1965).

Los tratamientos con 30; 45 y 60 dias en aclimatizacion tuvieron un seguimiento
en condiciones de previvero, a partir del mes de mayo (2003). Las plantulas fueron
trasplantadas a las condiciones de sustrato y marco de plantacién de acuerdo con
los resultados del experimento 3.3. En el previvero se evaluod la talla, el numero
de hojas, el area foliar y la biomasa total, y se calcularon los indicadores del
crecimiento: tasa relativa de crecimiento (TRC), tasa de asimilacion neta (TAN) y
la relacion del area foliar (RAF). Las mediciones se hicieron al inicio del previvero
(coincide con la evaluacién hecha al final de la aclimatizacién para cada uno de los

tratamientos) y al final del previvero, (180 dias), periodo en que la talla es igual o
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superior a 15 cm y el numero de hojas de seis hojas o0 mas para cada uno de los
tratamientos. En esta fase el tamafio de muestra fue de 10 plantas para todas las

variables e indicadores evaluados.

Para la caracterizacion histologica del tejido epidérmico y del mesdfilo de la hoja,
las secciones de tejidos utilizadas fueron procesadas con las técnicas
convencionales para microscopia optica. En todos los casos las muestras se
obtuvieron de la hoja +1 (hoja mas joven, completamente extendida, contando a

partir del apice meristematico).

En el estudio del tejido epidérmico las hojas seleccionadas fueron separadas de
las plantulas y colocadas en una solucién fijadora de formaldehido (solucion
F.A.A.) entre 24 y 72 horas, con el objetivo de mantener las estructuras lo mas
similar posible a las que tenian en condiciones normales, posteriormente fueron
sometidas a un proceso de deshidratacion y conservacion en etanol al 70 % donde

estuvieron sumergidas hasta ser analizadas.

Finalmente para la obtencidén de la epidermis, en cada una de las muestras se
selecciond la zona media de la lamina de la hoja y con una cuchilla de afeitar se

realizé la técnica del raspado.

Las muestras de los tejidos epidérmicos se tifieron con una solucion de
Safranina O al 1 %, se colocd una gota encima de la epidermis durante un minuto
y luego se lavaron con agua destilada. Se montaron con glicerina, y se observaron

y fotografiaron en un microscopio 6ptico de campo claro.

Los tejidos de la lamina fueron seccionados en pequefos trozos de 2 mm,
obtenidos de la zona media de la lamina de la hoja y colocados en el fijador
(Paraformaldehido al 4 %), los cuales se sometieron a condiciones de vacio de 3
a 5 minutos, para ayudar a la penetracion del fijador dentro de la muestra,
posteriormente se mantienen con el fijjador durante 18 a 24 horas a una
temperatura de 4 °C, después se lavaron las muestras en tampén PBS (Buffer

Fosfato Salino), realizandoseles tres cambios de 10 minutos cada uno.
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Las muestras fijadas se deshidrataron en etanol, y finalmente fueron incluidas en
resina Epon. Los cortes semifinos de 1um de espesor se tifieron con Safranina O
al 1 % y se montaron en euquit. Fueron fotografiados con una camara digital

Olympus, acoplada al microscopio.

En el analisis de las variables Mf.P, No hojas, ancho hojas, No Raices, Mf.R,
Mf.R/Mf.P, Ms.T, Af, CRA y ¥y, se aplico la prueba de analisis discriminante con el
objetivo de tratar de describir a partir de los ejes discriminantes, las diferencias que
puedan existir entre los tratamientos o grupos de plantas, asi como reflejar las
variables que mayor aporte hacen a esta diferenciacién. Los grupos de plantas
sefalados, se corresponden con los tratamientos evaluados de la siguiente forma:
grupo | (salida in vitro); grupo Il (15 dias); grupo lll (30 dias); grupo IV (45 dias) y
grupo V (60 dias). Los dias se refieren a dias en el proceso de aclimatizaciéon o
casa de cultivo. Se representd graficamente como se agrupan espacialmente los

individuos estudiados.

Para el procesamiento de los indicadores del crecimiento (TRC, TAN, RAF, RPF,
AFE); Ms.T, Af, CRA y ¥, se aplicé un analisis de varianza de clasificacion simple
con un 95 % de nivel de significacion y la prueba de rangos multiples de Duncan
para la comparacion de las medias. En las variables No hojas y No Raices se

aplico la prueba de Kruskal — Wallis.
En el anexo 4 aparece el esquema general del experimento.

3.7. Estudio del comportamiento de plantulas de henequén en condiciones

de previvero, en diferentes fechas de plantacion

Las plantulas se establecieron en el previvero en tres meses diferentes del afio,
enmarcados en el periodo 2002 - 2003. Se evalud el efecto de las épocas
estacionales de acuerdo con las condiciones climaticas de Cuba en el crecimiento
y desarrollo de las mismas. Cada una de estas fechas constituyé un tratamiento
en estudio (Tabla 6).
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Tabla 6. Tratamientos de estudio de acuerdo con las fechas de plantacion
establecidas.

Tratamientos Fecha del trasplante Final del periodo

en el pre vivero (180 dias)
1 mayo 2002 Noviembre 2002
2 Julio 2002 Enero 2003
3 Enero 2003 Julio 2003

En cada variante evaluada se establecieron en previvero, en las condiciones que
se detallan en el epigrafe 3.0. (d), 40 plantulas con 30 dias de estancia en la fase
de aclimatizacion, de acuerdo con los resultados y las condiciones que se
describen en el experimento anterior (Experimento 3.6). En el montaje de cada
una de las etapas se emplearon el sustrato y marco de plantacion resultados del
experimento 3.3. Durante el periodo experimental se tomd informacion de la
temperatura y humedad relativa, como principales variables climaticas de interés

para el estudio, ya que el experimento se condujo bajo riego.

Para la evaluacion de los resultados se midi6 el comportamiento de tres
indicadores relacionados con el crecimiento y desarrollo de las plantulas, en este
caso: Talla, Numero de Hojas (No hojas) y Area Foliar. Los muestreos se hicieron

a los 180 dias de estancia en estas condiciones.

En el procesamiento de los resultados se compararon los valores medios
alcanzados al final de la etapa (180 dias) para cada uno de los indicadores
medidos, a través de los intervalos de confianza de las medias con un 95 % de

confiabilidad.

3. 8. Valoraciéon econdmica

Para la realizacion de este andlisis el proceso se dividid en dos momentos: 1°°,

se evalu6 comparativamente el comportamiento de los gastos incurridos en la
etapa de aclimatizacion, teniendo como condicion tres periodos diferentes en que

se establecieron las plantulas en esta fase (30, 45 y 60 dias), para lo cual se tomé
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como base la produccion de 500 000 plantas. De esta manera se establecié una
ficha de costo de todo el proceso teniendo en cuenta los recursos empleados

(Anexo 5). A partir de esta ficha se calcularon los siguientes indicadores:

Ganancia = Ingreso — Costos

Costo unitario = Costo/planta

Relacion beneficio/costo = Ganancia/Costo

Rentabilidad = Beneficio/costo x 100 (Weston, 2000; Gitman, 2001)

En el 2%, se evalué comparativamente el costo medio de permanencia de la
postura en vivero por el método tradicional y el costo medio de permanencia de la
postura obtenida de la micropropagacion, en previvero y vivero. En este analisis se
tuvo en cuenta la informacién aportada por el departamento de economia de la
Empresa Henequenera de Matanzas (Eladio Hernandez Ledn). Los datos
aportados se obtuvieron tomando como base las indicaciones que establece la
Resolucion Conjunta No 1 entre el Ministerio de Economia y Planificacion y el

Ministerio de Finanzas y Precios, del 2005.
3.9. Anélisis estadisticos

En todos los tratamientos estadisticos se empled el programa STATGRAPHICS
plus versién 5.0. En cada analisis que se aplicé los métodos paramétricos, se
comprobd que la distribucion de la poblacion se ajustaba a una distribucion
normal, aplicando la prueba de Kolmogorov- Smirnov y que cumplian ademas con

la prueba de homogeneidad de la varianza aplicando la prueba de Bartlett.

Se aplicaron los modelos lineales (ANOVA de clasificacion simple); prueba de
rangos multiples de Duncan para la discriminacion de las medias, con un 5 % de
significacion; analisis de los intervalos de confianza de las medias con un 95 % de
confiabilidad; analisis de distribucién de frecuencia; tabla de contingencia; analisis
discriminante y la prueba de comparaciéon de proporciones para los casos de

porcentajes de supervivencias.
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En algunos casos de variables discretas, que no cumplian con la distribucién

normal, se aplicé la prueba de Kruskal — Wallis.

Durante la ejecucion del proceso de investigacion se realizaron varios
experimentos clasificados como monofactoriales y bifactoriales. El disefio
experimental que mas se ajusto a los disefios de investigacion empleados fue el

totalmente aleatorizado, donde se cumplié con el principio de la diferencia unica.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la calidad de las plantulas en la supervivencia, en el momento

de salida de las condiciones in vitro a las ex vitro

En la figura 1 se muestra que el tamafo de las plantulas oscilé de forma similar en
los tres grupos entre valores muy cercanos a los 2 cm y hasta los 12
aproximadamente, no obstante las clases mas representativas se ubican entre 4 y
10 cm, siendo la frecuencia de aparicion de individuos fuera de estos valores muy
poco representativa de las poblaciones. Esto indica que el manejo de las plantulas
de henequén en las condiciones in vitro de acuerdo al protocolo establecido por
Gonzalez (2001) conduce a obtener en mayor medida plantulas en este intervalo
de talla.

Sin embargo, las variaciones en el tamafio de las plantulas puede inducir
comportamientos diferentes durante la etapa de aclimatizacién, debido a la
influencia de la talla y masa fresca en este proceso, ello fue informado por Ortiz et
al. (1998b); Yanes et al. (2000) y Rodriguez (2005) en otros cultivos, por lo tanto
se sugiere la importancia de evaluar el desarrollo de las diferentes clases o

categorias de las plantulas de henequén durante esta fase.
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Figura 1. Histogramas de distribucion de frecuencia por clases para la
variable tamafio de plantula, en tres poblaciones diferentes, en el momento
de su salida de in vitro.
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De acuerdo con los resultados que se muestran (Figura 1), evaluar las plantulas
menores de 2 cm y mayores de 10, como categorias individuales de planta no
reportaria ningun resultado de interés particular para el estudio por el reducido
namero de individuos en estos grupos. Por ello el numero de clases se
reconsidero y se establecieron nuevos limites de los intervalos, donde quedaron
insertados estos grupos anteriores, lo que permitio evaluar todos los individuos de

las poblaciones.

En correspondencia con este andlisis, en la tabla 7 se refleja el comportamiento
promedio de la frecuencia relativa y la frecuencia relativa acumulada de las tres
poblaciones, de acuerdo con los intervalos mostrados en la figura 1. Las plantulas
menores o iguales a 3,42 cm solamente representan aproximadamente el 8 % de
los individuos de las poblaciones en estudio, sin embargo, si se considera el limite
de 5,14 cm la frecuencia relativa acumulada puede representar practicamente el
30 % de los individuos de estas poblaciones, lo que puede ser un primer limite de
clase a considerar para el estudio. De igual manera la frecuencia de aparicion de
individuos superiores al limite de 10,28 cm representa solamente el 1,9 % de las
plantulas de las poblaciones analizadas. Si se toman las plantulas mayores de
8,57 cm la frecuencia relativa es superior al 20 %, lo que permite establecer la

categoria superior de las plantulas a partir de esta talla.
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Tabla 7. Comportamiento de la frecuencia relativa y la frecuencia relativa
acumulada de acuerdo con las clases establecidas para las tres poblaciones
en estudio.

Limite Inferior Limite Frecuencia Frecuencia Relativa
(cm) Superior (cm) Relativa Acumulada
0 1,71 0 0

1,72 3,42 0,083 0,083

3,43 5,14 0,208 0,291

5,15 6,85 0,266 0,557

6,86 8,57 0,198 0,755

8,58 10,28 0,222 0,977

10,29 12 0,0193 100

Los valores reflejados de Frecuencia Relativa y Frecuencia Relativa Acumulada
representan el valor promedio de las tres poblaciones en estudio para cada una de las
clases.

A partir del andlisis anterior se puede asumir que para las plantulas de henequén,
la categoria mas pequefa a establecer debe tener como limite superior una talla
de 5,14 cm y como categoria de mayor tamano, individuos con tallas superiores a
8,57 cm, pudiendo prefijarse estos limites en 5 y 9 cm para darle una mayor
utilidad practica. En este rango deben quedar establecidas ademas dos categorias
intermedias, que pueden ser de 5 a 6,9 cm y de 7 a 9 cm, representando
aproximadamente un 26 y un 20 % respectivamente de los individuos de las

poblaciones a establecer en las casa de cultivo para su aclimatizacion.

Asumir cuatro clases o categorias es suficiente para establecer criterios en cuanto
al comportamiento de las plantulas de henequén y el manejo de éstas durante la
fase ex vitro. En tal sentido las nuevas clases o categorias que se establecen para
evaluar el efecto del tamario de las plantulas en la supervivencia son: | (<5 cm), Il
(5-6,9cm), 1 (7-9 cm) y IV (>9 cm).

En la tabla 8 se reflejan los valores de dos indicadores de calidad de las plantulas
al momento de la salida de in vitro (Masa fresca y Numero de hojas) de acuerdo
con las categorias establecidas, asi como el porcentaje que representa el total de

plantulas por categoria dentro de la poblacion.
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Tabla 8. Comportamiento de la masa fresca y el numero de hojas de las
plantulas de henequén al momento de la salida in vitro de acuerdo con las

categorias establecidas, asi como el porcentaje del total plantulas por
categoria dentro de la poblacion.

Porciento Indicadores
Categorias que Masa Namero de
representan fresca (g) hojas
| (<5 cm) 21,31 0,24 +0,05 29 03
Il (5-6,9cm) 30,91 0,42 +0,07 3,9 +0,4
Il (7- 9 cm) 27,40 0,89 0,1 48 +0,4
IV (>9 cm) 20,37 1,68 £ 0,18 58 +0,5

x( Intervalo de confianza de la media)

Las categorias fueron comparadas a través del intervalo de confianza de la media, para
el 95 % de confiabilidad. n = 30.

En la figura 2 se aprecia el porcentaje de supervivencia de las plantulas durante la

fase de aclimatizacién de acuerdo con las categorias establecidas.
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Figura 2. Efecto de la calidad de las plantulas de henequén en el momento de
la salida de las condiciones in vitro sobre la supervivencia de las mismas
durante la aclimatizacion, establecidas sobre sustrato organico (pulpa de
henequén descompuesta).
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Para arribar a estos resultados se realiz6 inicialmente un analisis de contingencia
a través de la Prueba de Chi- Cuadrado, con el objetivo de evaluar la
independencia entre el momento en que se estableci6 cada ensayo y el
comportamiento de las poblaciones (Figura 3).

P=0,74

P=0,63
Figura 3. Comportamiento de las categorias de plantulas en tres poblaciones
independientes (casos), teniendo en cuenta el porcentaje del total de
plantulas en cada categoria por poblacion, al momento de su salida de in
vitro y la supervivencia de las plantulas por categoria para cada una de las
poblaciones durante la aclimatizacion.
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En los dos analisis reflejados en la figura 3 el valor de P es superior a 0,1,
mostrando que la supervivencia y el porcentaje que representa el total de plantulas
por categoria en cada poblacion evaluada fueron similares e independientes del
momento en que se realiz6 el ensayo. Con ello se corroboran ademas los
resultados del analisis de distribucion de frecuencia del tamafo de las plantulas,
en cuanto al porcentaje que representa el total de plantulas por categoria al

momento de su salida in vitro.

En los resultados mostrados en la figura 2 y la tabla 8, se aprecia que hubo un
efecto significativo del tamafio y la masa fresca en los indices de supervivencia de
las plantulas de henequén. En las categorias lll y IV, representadas por las
plantulas de mayor talla y mayores contenidos en masa fresca, se alcanzaron los
niveles mas elevados de supervivencia (76,92 y 80,45 %, respectivamente), en las
condiciones de desarrollo creadas hasta ese momento (sustrato 100 % organico),
que difiere significativamente de las plantulas de las categorias | y Il, las cuales
mostraron porcentajes de 12 y 31,8 %, respectivamente. Este resultado refleja que
la supervivencia de las plantulas en estas categorias disminuyé en mas de un
50 %. Este hecho sugiere que las plantas de mayor talla presentaron mayor
cantidad de biomasa durante la fase in vitro, que las condicioné positivamente

para sobrevivir al estrés provocado por el cambio a las condiciones ex vitro.

El éxito de la aclimatizacion depende de que las plantas puedan pasar de
condiciones heterotroficas o mixotroficas (mezcla de autotréficas con
heterotroficas) al autotrofismo, proceso que obedece en gran medida a las
reservas adquiridas por las plantulas durante la fase in vitro (Kozait et al., 1991;
Pospisilova et al., 1999 y 2000; Aragon et al., 2006). La biomasa acumulada por
las plantulas durante esta fase, se ha utilizado como indicador por diferentes
autores (Ortiz et al., 1998b; Yanes et al., 2000; Rodriguez, 2005) para establecer
criterios de calidad de las plantulas a partir de la clasificacion en diferentes
categorias (grandes, medianas y pequefas), esto ha permitido establecer manejos

de las plantulas durante el proceso de aclimatizacion o desde las condiciones in

50



Resultados y Discusion

vitro, de manera que se pueda obtener mayor eficiencia del proceso de

micropropagacion.

Para la aclimatizacidon de plantulas de cafa de azucar, platano, papa y pifia, Ortiz
et al. (1998b), Yanes et al. (2000) y Rodriguez (2005) destacan la influencia de la
talla y la masa fresca en la supervivencia de las mismas. Estos autores
consideraron tres categorias (grandes, medianas y pequenas), las cuales no
coinciden en los rangos de valores que representan a cada una de ellas en los
diferentes cultivos, pues estos estan muy influenciados por la especie y por la

metodologia de propagacion que se utilice.

De los analisis realizados se evidencia la importancia de la clasificacion de las
plantulas de henequén en diferentes categorias para lograr mayor efectividad en el
proceso ex vitro. También se demostré la influencia de la talla y masa fresca en
los porcentajes de supervivencia en la aclimatizacién. Segun Rodriguez (2005) y
Aragon et al. (2006), en esta fase, en la medida que se incrementa la masa fresca
en las plantulas, pudieran estar presente mayores reservas que metabdlicamente
se emplean hasta que estas emitan el nuevo follaje y el sistema radical que les

permite establecer un desarrollo autotréfico.

Ademas, los resultados alcanzados en este experimento sugieren la necesidad de
establecer las caracteristicas patrones que deben poseer las plantulas de
henequén para entrar en la fase de aclimatizacion. Ello con relacion a lo informado
por Rodriguez (2005) y Martinez et al. (2005), garantiza un mayor éxito en la

supervivencia y desarrollo de las mismas.

Los desordenes fisioldgicos de las plantas micropropagadas, consecuencia del
cultivo in vitro, sefalado por Debergh y Zimmerman (1991), Robert et al. (1992) y
Pospisilova et al. (1997 y 1999), unido a las peculiaridades en la fisiologia de esta
especie (Cushman, 2001 y Luttge, 2004), pudieran ser la causa de que las
plantulas de henequén sean muy vulnerables durante las primeras semanas de la

aclimatizacion (Figura 2), si no se utiliza un material con suficientes reservas
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nutricionales para soportar el estrés del trasplante y el cambio a un metabolismo

autotrofico.

Este hecho pudiera explicar la particularidad de que los niveles de supervivencia
mas favorables encontrados en las plantulas de henequén, se ubiquen en un
rango de talla igual o mayor a 7cm y masa fresca superior a 0, 42 g, muy diferente
al comportamiento de las plantulas de los cultivos mencionados en los parrafos

anteriores (cafa de azucar, platano, papa y pifa).

Otro aspecto muy importante que se debe destacar, es que el indice de
supervivencia se estabilizo en esta especie a partir de los 15 dias de la
aclimatizacion (Figura 2), lo que evidencia una alta correspondencia con la
capacidad de las plantulas para emitir las nuevas raices verdaderas. Segun lo
informado por Izquierdo et al. (2002), esta respuesta morfogénica permite corregir
la dificultad en la absorcién y circulacion de agua, debido a una conexion vascular
incompleta o deficiente entre la raiz y el brote, como es caracteristico de las raices
producidas in vitro (Debergh y Mene, 1981; Ruscitti et al., 2002). En este
experimento, aunque no se cuantifico la presencia o no de raices verdaderas, si
se corroboré que las plantulas que no sobrevivieron al trasplante, no fueron
capaces de emitir nuevas raices durante este periodo (15 + 5 dias), esta
respuesta negativa pudo aumentar la susceptibilidad de las plantulas, lo que
sugiere entre otras posibles causas, que estas mueran cuando se les acaba sus

reservas nutricionales.

En la supervivencia de las plantulas de henequén (Figura 2), ademas de la
influencia del tamafo y la masa fresca, pudiera influir el efecto del sustrato
empleado, en este caso, compuesto integramente por pulpa de henequén

descompuesta.

Los resultados de este ensayo demostraron que con el protocolo de
micropropagacion que establece Gonzalez (2001), las plantulas de henequén

menores de siete centimetros, representan algo mas del 50 % de las poblaciones
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en estudio (Tabla 8), lo que influye negativamente en el proceso de aclimatizacion

de esta especie, ya que se produce una elevada mortalidad en estas plantulas.

Esto indica la necesidad de realizar cambios en el esquema de micropropagacion,
que proporcione plantulas con la calidad requerida para sobrevivir bajo
condiciones ex vitro y que garantice un protocolo eficiente de produccion de
plantulas de henequén, de manera que el tamano de las plantulas para entrar en
la fase de enraizamiento se estandarice entre 5 y 6 cm de talla. Esto permitira
alcanzar los patrones de crecimiento necesarios durante este tiempo (talla mayor
o igual a 7 cm y masa fresca de 0,42 g como minimo), para pasar a la etapa de

aclimatizacion y garantizar una mayor eficiencia de todo el proceso.

Aunque la supervivencia de las plantulas en las categorias Il y IV no se
diferenciaron y fueron superiores a las restantes, las plantulas de la categoria lll
(7-9 cm) fueron las seleccionadas para realizar los experimentos posteriores, por
representar la categoria con mayor numero plantulas con un comportamiento

favorable.

4.2. Establecimiento de un  sustrato que favorezca el proceso de
aclimatizacion de las plantulas de henequén

Los resultados reflejados en las figuras 4 y 5 muestran el efecto del manejo de
este factor en la supervivencia de las plantulas de henequén y en los indicadores
del desarrollo evaluados.
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Figura 4. Efecto de las condiciones del sustrato en la supervivencia de las
plantulas de henequén durante la aclimatizacion.

Como se puede apreciar en la figura 4, en todos los tratamientos en estudio, los
porcentajes de supervivencia alcanzaron valores superiores al 80% a los 60 dias
de la aclimatizacién. La mayor supervivencia, por encima de un 90%, correspondio
a las combinaciones de 8 y 10% de MO, que difieren significativamente de las
restantes. Sin embargo, en estos resultados se observa que hubo un
comportamiento muy parecido al mostrado en la figura 2, en cuanto a la dinamica
de supervivencia en el tiempo, en este caso se refleja, al igual que en el caso
anterior, que en todos los tratamientos evaluados la supervivencia de las plantas
se estabilizé a partir de los 15 dias, lo que corrobora los analisis hechos en
cuanto a las particularidades de esta especie y su influencia en el comportamiento

de las plantulas durante la aclimatizacion.

En los resultados de este ensayo se observa que se producen porcentajes de
supervivencia superiores, en comparacion a cuando se empleé solo material
organico en el sustrato (Experimento 4.1). A pesar de ser ensayos diferentes, ello
sugiere que las mezclas de material organico e inorganico favorecen la

aclimatizacion de plantulas de henequén, aun cuando el comportamiento en las
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mezclas se presentd con resultados mas favorables en las cantidades mas bajas

de materia organica (8 y 10 % MO).

Los menores porcentajes de supervivencia en los tratamientos con 12 y 14% de
MO, pudieran explicarse por la mayor presencia del material organico en la
mezcla, que por una parte pude influir de manera negativa en la relacion
macroporo/ microporo presente en el sustrato, o que pude limitar el intercambio
gaseoso en la zona de la raices, e inhibir la diferenciacion de la zona
meristematica con retraso en la emisibn de nuevas raices, y por otra, una
disminucion en el indice de permeabilidad de los sustratos como consecuencia de
las mayores proporciones de materia organica, que asociados a los mas altos
niveles de humedad en el ambiente de la instalacién, provocan mal drenaje de los
mismos y favorecen los procesos de pudricion y la muerte prematura de las
plantulas. Situacién parecida a la que se encontréo en el experimento anterior,
cuando se utilizé la pulpa de henequén como sustrato organico individual, con un

22,4 % de MO, pero en este caso en menor escala.

Segun destaca Rodriguez (2005) el porcentaje de supervivencia en la
aclimatizacion de las plantulas de cafia de azucar, se afecta significativamente
cuando solo se emplea como sustrato materia organica (compost), pues las altas
concentraciones de la misma en el sustrato, provoca que exista baja porosidad y
baja permeabilidad, ademas que las frecuentes nebulizaciones necesarias para
lograr elevados niveles de humedad relativa durante la primera etapa del proceso
de aclimatizacioén, provocan mal drenaje e ineficiente intercambio gaseoso, al
tiempo que propicia la aparicion de enfermedades que afectan la supervivencia de

las plantulas en los primeros 14 dias.

Por todo lo antes expuesto, se confirmd que solo el uso del material organico no
permite alcanzar altos porcentajes de supervivencia, ademas también se ha
informado que sustratos ricos en materiales inorganicos (perlita mas del 50 %)
pueden provocar efectos indeseados, como son: baja disponibilidad de agua en el
sustrato, mala cohesion entre las particulas y las raices y menor crecimiento de

las plantulas (Favaro et al., 2002). Por ello las mezclas se emplean para combinar
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sus ventajas y minimizar los aspectos negativos que retrasan el crecimiento y

desarrollo de las plantulas en el proceso de aclimatizacion.

En correspondencia con el criterio del uso de la zeolita, Ortiz et al. (1998a),
encontraron mayores niveles de supervivencia en plantulas de cana de azucar,
cuando utilizaron un sustrato constituido por la mezcla de cachaza y litonita
(zeolita enriquecida con nutrientes), comparado con sustratos organicos
individuales (cachaza, humus, compost y turba). También durante la
aclimatizacion de plantulas de papa y platano, Ortiz (1999) informa los mejores
resultados en la supervivencia y en el comportamiento de diferentes variables
morfologicas evaluadas, cuando el sustrato estd constituido por un producto

organico mezclado con un porcentaje de zeolita.

En la figura 5 se refleja el comportamiento de los indicadores area foliar y masa
seca total. En ambos casos la combinacion de 10 % de MO supero
significativamente a la combinacién de 8 %, sin embargo no difirid6 de las
combinaciones de 12 y 14 % de MO. Ademas, se aprecia que estas ultimas
combinaciones (12 y 14% de MO), no difieren entre ellas, pero tampoco éstas
difirieron de las de 8 % MO.

Area Foliar (cm?) Masa seca total (Mg)
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Figura 5. Intervalos de confianza de las medias para el area foliar y la masa
seca total, con un 95 % de confiabilidad. Cada valor representa la media para
n=10.
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Tanto el area foliar como la masa seca se presentaron con un comportamiento
similar, pues los mejores resultados se alcanzaron en la mezcla del 10 % de MO,
e incrementos superiores a este porcentaje de materia organica en el sustrato no
produjo incrementos en el crecimiento de las plantulas de henequén, aunque
tampoco se produjeron decrementos. Ello evidencia que en la segunda mezcla (10
% MO) se logré una proporcion correcta entre los materiales, que permitié una
composicion quimica y fisica equilibrada y uniforme en el sustrato, ademas de
buena capacidad de aireacion y adecuada retencion de humedad, que
favorecieron en conjunto el metabolismo del vegetal y con ello un mayor
crecimiento, lo que esta en correspondencia con los criterios establecidos por
Marinucci et al. (2002), Bortolotti et al. (2003) y Rodriguez et al. (2007) en cuanto a
indicadores de calidad para establecer sustratos que ofrezcan buenos beneficios a

los cultivos.

Los resultados demuestran que un aspecto importante para establecer un sustrato
de reconocida calidad y que pueda ser reproducible, es definir su contenido de
materia organica entre otros aspectos, corroborando lo planteado por
Paneque (1998), en cuanto a que el efecto beneficioso de los abonos organicos
sobre el suelo y los cultivos, esta determinado por la cantidad de materia organica
que se aplica y no por la cantidad de abono organico en si y por Julca-Otiniano et
al. (2002), en cuanto a la importancia de establecer las proporciones del material
organico en las mezclas, aun cuando se utilicen los mismos materiales. Ademas,
en los criterios de seleccion debe tenerse en cuenta, su abundancia y cercania a
las areas de aclimatizacién, para que puedan contribuir al incremento de la
eficiencia en los protocolos de micropropagacién que se establezcan (Rodriguez,
2005 y Vilchez et al., 2007).

Se concluye que la mezcla de la pulpa de henequén descompuesta con zeolita,
favorece la aclimatizacion de las plantulas de henequén, lo que supera los
resultados de supervivencia que se habian alcanzado con el sélo uso del material
organico individual como sustrato. En presencia del 10 % de MO se produjeron los
mejores resultados en supervivencia y area foliar y masa seca, pues en esta

mezcla se logré una proporcidn equilibrada entre la capacidad de retencién de
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humedad y el intercambio gaseoso del sistema radical, lo cual favorece los
procesos biosintéticos, que juegan un papel importante en el proceso de

crecimiento.

4.3. Estudio del comportamiento de plantulas de henequén bajo diferentes

condiciones de sustrato y marco de plantacion en la fase de previvero

El analisis del desarrollo de las plantulas durante la etapa de previvero, teniendo
en cuenta el comportamiento de los indicadores evaluados, se presenta en la tabla
9.

Tabla 9. Efecto del sustrato y el marco de plantacién sobre el desarrollo de
las plantulas.

Factores
Sustrato Marco de Tratamientos Talla Grosor No.
Plantacién (cm) (cm) hojas
P. henequén 10 x 10 1 19,4 2 1,902 7,5%
descompuesta
15x 15 2 20,2 2 1,680 7,12
P. henequén 10x 10 3 19,7° 1,80° 7,22
descompuesta
mas suelo
(10 % MO) 15x 15 4 20,8°2 1,81° 7,22
10 x 10 5 17,0° 1,42 5,4°
Suelo s6lo
15x 15 6 15.3° 1,30° 45°
ESx 0,70** 0,11** 0,21**

Tratamientos con letras diferentes difieren significativamente para p < 0.05
(n = 30).

Para los tres indicadores evaluados, los mejores comportamientos se ubican en

los tratamientos donde se utiliza la pulpa de henequén o la mezcla de ésta con
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suelo (tratamientos 1, 2, 3 y 4), los cuales mostraron diferencia significativa con los

tratamientos en que se utiliza el suelo solo (tratamientos 5 y 6).

Estos resultados coinciden con lo informado por Otero (1999), en una amplia
recopilacion de aspectos relacionados con la ecologia, botanica y fitotecnia de
este cultivo hasta el afio 1999. Este autor refiere éptimos marcos de plantacion de
10 x 10 y 15 x 10 cm para establecer semilleros o pre viveros para el cultivo del
henequén dentro de la via tradicional de propagaciéon. Y con la aplicacion de
residuos de henequén bien descompuestos mejoran las condiciones del area
(suelo). También los resultados se corresponden con lo encontrado por Eastmond
et al. (2000), los cuales indicaron que plantas de henequén micropropagadas,
sembradas en bagazo (pulpa de henequén descompuesta) en condiciones de
vivero, se desarrollan mas rapidamente que las plantas de campo, producen un

mayor numero de hojas y alcanzan una mayor talla.

Los beneficios del uso de la pulpa de henequén descompuesta como sustrato para
establecer las plantulas o posturas de henequén, de acuerdo con los diferentes
métodos de propagacion, pueden estar asociado con la riqueza mineral de este
material, en el que estad presente el calcio entre otros macroelementos, como
nitrogeno, fosforo, potasio y magnesio (Tabla I, Anexo 2). Los terrenos para
establecer los semilleros o previveros deben ser ricos en cal y de pH neutro o
alcalino de acuerdo con los instructivos técnicos de este cultivo. Ademas, esta
necesidad de calcio puede estar asociada a que este elemento es de vital
importancia para los agaves. El consumo del calcio que hacen los agaves no es
un consumo de lujo, en ausencia del mismo al momento del trasplante, las plantas
son incapaces de emitir raices y mueren cuando se les acaban sus reservas
nutritivas (Otero, 1999).

En el henequén segun plantea Otero (1999), el calcio tiene un papel importante en
los puntos de actividad meristematica. Especialmente en la raiz el calcio es
componente de la lamina de las células en forma de pectatos de calcio y no es
facilmente traslocable en la planta. Se ha podido determinar en este cultivo, que el

calcio ejerce cierta influencia en la capacidad de intercambio catiénico en la raiz y
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presenta una correlacion positiva con el contenido de este elemento. Cuando el
mismo esta deficiente, se altera el crecimiento radical, mientras que en cantidad
suficiente causa efectos favorables en el equilibrio hidrico, ademas, actua en la

penetracion de las raices en las profundidades del perfil del suelo.

En correspondencia con todo el analisis hecho respecto a los beneficios de la
pulpa de henequén, es importante senalar, que el cultivo de henequén a pesar de
su rusticidad, y de ser una especie que ha sido marginada a areas semiaridas y
terrenos rocosos con escasa capa arable, responde con incrementos significativos
de su rendimiento cuando es tratado con abonos minerales (Vinent et al., 1998)
Cada elemento nutritivo juega su papel en esta especie y su utilizacion como

abono puede incrementar los rendimientos.

Las caracteristicas de la pulpa de henequén descompuesta en cuanto a su riqueza
nutritiva, en la que estan presente altos contenidos en calcio, como se destacd
anteriormente y la peculiaridad de su facil obtencién la han hecho favorita para ser
empleada como sustrato en condiciones de vivero para el cultivo del henequén en

los métodos de propagacion tradicional.

El marco de plantacion esta mas relacionado con la calidad de las plantulas y la
fitotecnia del cultivo desde el punto de vista de la densidad de poblacion de
acuerdo con las caracteristicas morfolégicas del cultivo y el aprovechamiento del
area. Al respecto, la distancia entre las plantas debe permitir el manejo de las
atenciones culturales como las limpias manuales y evitar que las espinas
marginales y apicales ocasionen lesiones entre si o incluso a los propios
productores. Es por esto que en condiciones de previvero o vivero, puede moverse
en pequefios rangos de marcos de plantacion, segun establece el instructivo
técnico citado por Otero (1999), en dependencia del tamafo de la postura dentro
de los parametros de calidad establecidos para las mismas. Sin embargo en los
resultados mostrados en la tabla 9, la combinacién de los marcos de plantacion
con la condicion de suelo sélo (tratamientos 5 y 6), reflejaron los valores mas bajo

en los indicadores evaluados, como ya se destaco anteriormente.
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En este ensayo el empleo de soélo pulpa de henequén descompuesta como
sustrato para las plantas aclimatadas no afecté los indicadores del crecimiento,
pues estos presentan un comportamiento similar en la mezcla de suelo pulpa de
henequén fermentada (10 % MO). Ello sugiere que las plantas en la fase de
aclimatizacion, a diferencia de las aclimatadas son muy sensibles cuando no se
logra la proporcion entre la capacidad de aireacion y retencion de agua por el
sustrato solamente organico o con un porcentaje de materia organica superior al
10%.

Se concluye que las plantas de henequén micropropagadas se favorecen en
condiciones de previvero con el empleo de la pulpa de henequén descompuesta
como sustrato organico individual o mezclado. Al no presentar diferencias entre los
marcos de plantacion, 10 x 10 cm es mejor porque se logran mas plantas por
superficie del suelo y se logra aprovechar mas éste, ademas de ser suficiente
como area vital para el crecimiento y desarrollo de las plantulas en estas
condiciones, hasta que alcancen los indicadores de calidad establecidos, que les

permita su trasplante a la fase de vivero tradicional.

4.4. Efecto del incremento del flujo de fotones fotosintéticos (FFF) vy la
reduccion de la humedad relativa (HR) en la supervivencia de las plantulas

durante la aclimatizacion

La figura 6 muestra los efectos que ejerce el manejo de las condiciones
ambientales en las casas de cultivo sobre la supervivencia de las plantulas de

henequén durante la aclimatizacion.
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Figura 6. Comportamiento de la supervivencia de las plantulas de henequén,
de acuerdo con las variaciones de las condiciones ambientales durante la
aclimatizacion.

En la figura 6 se observa que el cambio de las plantulas a condiciones de
ambiente natural (T Ill), después de un periodo de 15 dias en condiciones
similares a las que estuvieron durante el cultivo in vitro (alta humedad relativa y
baja intensidad luminosa), provocé una disminucion significativa en la
supervivencias de las mismas (mortalidad superior al 80 %). Sin embargo cuando
la transferencia se hizo a un ambiente donde la disminucion de la humedad
relativa fue menos drastica (80 % HR) y el nivel de la intensidad luminosa fue
solamente del 70 % de las condiciones naturales presentes (1 303,37 < FFF < 1
602,04 pumol m? s™), (T Il), la supervivencia de las plantulas mantuvo un
comportamiento favorable.

La baja supervivencia alcanzada en las condiciones del tratamiento lll, estuvo
caracterizada fundamentalmente por desecacion y marchitez de las plantulas
cuando se hizo el cambio a las condiciones de ambiente natural, lo que puede
estar muy relacionado con el hecho de que en las plantulas de henequén, a los

15 dias del proceso de aclimatizacién puedan estar presente deficiencias en la
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funcionalidad de los estomas y en las estructuras de las hojas, que les impide
realizar un control eficiente de las pérdidas de agua y realizar procesos
fotosintéticos eficientes, ademas bajo estas condiciones que no son controladas el
viento moderado puede incidir en estimular una mayor desecacion de este tipo de
material, lo que evidencia la alta diferencia en la supervivencia de las plantulas de

este tratamiento (T Ill), con relacién a los tratamientos | y |I.

Por otro lado, este comportamiento puede estar vinculado también a un efecto de
fotoinhibicién del aparato fotosintético, hecho que usualmente puede presentarse
cuando las plantulas micropropagadas son expuestas a las condiciones de mayor
intensidad luminosa presente en el ambiente natural, lo que ha sido confirmado
por diferentes autores (Pospisilova et al., 1999; Martinez et al., 2005). Se asocia
ademas el pobre o nulo desarrollo del sistema radical alcanzado por las plantulas
a los 15 dias de transcurrido el proceso de aclimatizacién, a lo que ya se hizo
mencion en el experimento 4.1, y que es otra limitacidn, quizas la principal, que les
impide adaptarse eficientemente a las nuevas condiciones de los exteriores
(Izquierdo et al., 2002; Aragon et al., 2006).

El comportamiento favorable en la supervivencia de las plantulas como se muestra
en los resultados que se alcanzaron con el tratamiento Il, corrobora el analisis
hecho en el parrafo anterior. Se evidencia que un manejo cuidadoso de la
humedad relativa y de la intensidad luminosa (disminucion gradual de humedad
relativa e incremento gradual de la intensidad luminosa) durante el periodo de
aclimatizacion, permite que las plantas provenientes de la micropropagacion por
cultivo de tejido puedan corregir durante esta etapa las anomalias presente en su
anatomia y procesos fisiologicos, consecuencia del cultivo in vitro y que les
permite una mejor adaptacion al medio natural cuando son transferidas a los

ambientes exteriores.

En esta etapa en la medida que las plantulas puedan estar expuestas a
condiciones de mayor intensidad luminosa y menor humedad relativa sin
comprometer su supervivencia, se favorece el proceso de trasplante a los

ambientes naturales de los exteriores.
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Diferentes autores coinciden en destacar que las alteraciones en la morfologia y
fisiologia de las plantulas obtenidas por cultivo in vitro, las hacen muy susceptible
a la desecacién y fotoinhibicion cuando son transferidas del ambiente in vitro a los
exteriores (Preece y Sutter, 1991; Pospisilova et al., 1999; Martinez et al., 2005).
Este hecho se considera la causa fundamental de las altas tasas de mortalidad
durante las primeras semanas de aclimatizacion, si no se controlan los factores
ambientales, para evitar el exceso de transpiracion de las plantulas. En tal sentido
se ha informado la importancia de un cuidadoso tratamiento en cuanto al manejo
de la intensidad luminosa y de la humedad relativa en las casas de cultivo para
favorecer el proceso de adaptacion de las plantulas a las nuevas condiciones
ambientales y acelerar el transito de las mismas por esta fase (Agramonte et al.,
1998; Yanes et al., 2000; Martinez et al., 2005; Viegas et al., 2005; Rodriguez et
al., 2005; Barra y Mogollon, 2007).

En Heliconia bihai (Heliconiaceae) Viegas et al. (2005), encontraron que la
supervivencia de las plantulas fue 0 % cuando fueron transferidas de las
condiciones in vitro a condiciones de mayores intensidad de luz (pleno sol), sin
embargo en condiciones de manejo de este factor (70 y 80 % de sombra) durante
las cuatro primeras semanas, la supervivencia de las plantulas se incrementé por

encima del 90 %.

En este ensayo se concluye que en las plantulas de henequén, las primeras dos
semanas en las casas de cultivo, y cambios graduales a otras condiciones
diferentes del ambiente, son decisivas para obtener altos porcentajes de
supervivencia en la etapa de aclimatizacion. Durante este periodo ademas de la
calidad de las plantulas y la seleccion del sustrato que favorezca su crecimiento,
el control de la humedad relativa (= 90 %) y de la intensidad luminosa (558,74 <

FFF < 686,55 pymol m?s™) son aspectos fundamentales a tener en cuenta.
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4.5. Efecto del momento de traslado de las plantulas desde las condiciones

de ambiente controlado (aclimatizacion) a ambiente natural (previvero)

La figura 7 muestra los efectos del momento de traslado de las condiciones de
ambiente controlado (aclimatizacion) a ambiente natural (previvero), sobre los
porcentajes de supervivencia de las plantulas de henequén, teniendo en cuenta
dos condiciones de manejo del ambiente en las casas de cultivo, segun los

resultados obtenidos en el experimento anterior (experimento 4.4).
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Figura 7. Efecto del momento de traslado a condiciones de previvero en la
supervivencia de plantulas de henequén.

En la figura 7 se observa que las plantulas provenientes de la condicion 2
(Tratamientos I, IV y VI) alcanzaron niveles de supervivencia superiores y
similares en todos los momentos de traslado para el previvero, los cuales se
diferenciaron significativamente de los casos de la condicién 1 a los 30 y 45 dias

(tratamientos | y Ill). Sin embargo, las plantas que se trasladaron a los 60 dias
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provenientes de la condicion antes mencionada (tratamiento V), también
presentaron niveles de supervivencia significativamente similares a los alcanzados

en todos los momentos de traslado por las plantas de la condicion 2.

En este resultado se demuestra que con solo 30 dias (no 60) de endurecimiento
son suficientes para lograr una alta supervivencia en la fase de previvero ya que
permiten un mas rapido acercamiento al patron de desarrollo autotréfico que
condiciona a las plantulas para enfrentar los rigores de los ambientes naturales y
lograr su adaptacién. Cuando el cambio se hace de manera gradual, definiendo
ademas el periodo critico del proceso, permite establecer condiciones 6ptimas
para el manejo del ambiente en las casas de aclimatizacién y acelerar el transito
de las plantulas por esta etapa, lo que beneficia econdmicamente la tecnologia

que se establece.

Por lo antes expuesto, una vez que las plantulas se adaptan y logran la capacidad
para realizar procesos fotosintéticos, mantenerlas en estas condiciones (alta
humedad relativa y baja intensidad luminosa), retarda el total restablecimiento de
sus estructuras y de sus procesos fisiolégicos, lo que conlleva a un retraso de su

traslado a los exteriores (previvero). Ello compromete la eficiencia del protocolo.

Se concluye que las plantulas de henequén durante el proceso de aclimatizacion,
que reciben el manejo de la condicion 2 durante 30 dias, logran un patron de
crecimiento y desarrollo que permite su traslado a previvero, lo que reporta
beneficio econdmico al proceso de aclimatizacion. Con los resultados alcanzados
se sugiere profundizar en el conocimiento y evaluacion del comportamiento
anatomorfologico y fisiologico de las plantulas durante el periodo de
aclimatizacion, para tomar decisiones que realmente conlleven a lograr mayor

calidad de todo el proceso, ademas del mejoramiento del aspecto econdémico.

4.6. Estudio de algunos cambios anatomorfolégicos y fisiolégicos

producidos en las plantulas durante la aclimatizacion

Con relacion a los resultados de la prueba de analisis discriminante (Tabla 10), se

puede observar que las tres primeras funciones o ejes discriminantes son
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significativos para diferenciar los grupos. Sin embargo el aporte de las funciones 1
y 2 a la diferenciacion entre los grupos es del 85,52 %, lo cual indica que con
estos dos ejes se puede explicar el comportamiento de las poblaciones
estudiadas. La mas importante o de mayor contribucion es la funcién 1, que extrae

el 60,66% de la diferencia entre los grupos.

Tabla 10. Variabilidad explicada y significacion de las funciones
discriminantes

Numeros de casos completos: 50
Numero de grupos: 5

Funcion Porcentaje Porcentaje Correlacion
Discriminante Autovalor Relativo acumulado Canodnica
1 5,84 60,66 60,66 0,924
2 2,39 24,86 85,52 0,840
3 0,97 10,12 95,64 0,702
4 0,41 4,36 100 0,543
Funciones Wilks Chi-
Derivadas Lambda Cuadrado GL P- Valor
1 0,015 171,30 44 0,0000
2 0,104 92,42 30 0,0000
3 0,356 28,42 18 0,0010
4 0,704 14,37 8 0,0725

El resultado mostrado en la tabla 11, refleja un bajo porciento de individuos mal
clasificados, lo que sugiere que las variables analizadas discriminan de forma
eficiente los grupos, por ello se indica que existe diferencia entre las plantas
durante el proceso de aclimatizacién. En tal sentido, el tratamiento que se
corresponde con el momento de la salida in vitro (Grupo |), tiene caracteristicas
especificas muy diferentes al resto de los grupos, que responden a los diferentes
momentos del proceso de aclimatizacién (Grupos I, IIl, IV y V), por lo que éstos
se separan en su totalidad del grupo |. Este hecho evidencia comportamientos
diferentes de las variables medidas con relacién a los tratamientos en estudio, lo

que presupone estados morfo-fisiologicos diferentes de las plantulas en las
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condiciones ex vitro con relaciéon a las in vitro. No obstante en el tratamiento de
30 dias se observan individuos con comportamientos similares a los del grupo 1V

(45 dias) y en el de éste con caracteristicas similares a los del grupo V (60 dias).

Tabla 11. Clasificacion de los individuos segun funciones de anélisis
discriminante. (% de buena clasificacion)

Grupos de

olantulas I I 1] Y \Y,
I 100 % 0 0 0 0
Il 0 100 % 0 0 0
1] 0 0 90 % 10 % 0
\Y 0 0 0 80 % 20 %
\Y 0 0 0 0 100 %

Los grupos de plantas sefialados, se corresponden con los tratamientos evaluados de la siguiente
forma: grupo | (salida in vitro); grupo Il (15 dias); grupo Il (30 dias); grupo IV (45 dias) y grupo V
(60 dias). Los dias se refieren a dias en el proceso de aclimatizacion.

La distribucion espacial de los grupos de individuos en el grafico de funciones
discriminantes (Figura 8), arroja que para el eje discriminante 1 los individuos
ubicados en los cuadrantes de la izquierda (grupo |) se corresponden
fundamentalmente con la totalidad de los individuos del tratamiento de salida in
vitro, y con la totalidad de los individuos del grupo Il o 15 dias de aclimatizacién, y
con un menor numero de individuos del grupo Ill o 30 dias de aclimatizacion, el
resto de los individuos del grupo lll, con la totalidad de los individuos de los grupos
IV y V (45 y 60 dias de aclimatizacion respectivamente), se ubican en los

cuadrantes de la derecha.

A partir del analisis de la tabla de correlaciones en la propia figura 8, se puede
decir, que el eje 1 diferencia a los grupos en mayor medida, atendiendo a su
comportamiento en las variables ancho de las hojas (ancho hojas) y el numero de
hojas (No hojas), siendo esta la diferencia mas marcada que se establece entre

los grupos.
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Tabla de Correlaciones

Variables Funcion 1 Funcion 2
ancho hojas 0,84 -0,18
Af 0,44 -0,30
CRA 0,21 -0,16
Mf.R -0,38 0,80
Mf.R/Mf.P -0,33 0,73
Mf.P -0,25 -0,13
Ms. T 0,44 -0,15
No hojas -0,70 -0,13
No Raices -0,20 0,84
Talla -0,28 -0,01
Wh 0,43 0,51

Lo que se expresa es la contribucion de la variable

Grafico de Funciones Discriminantes

Funcién 2 T 6*

N S -

4

.
S . 3
X
* . 27 ’
* . * 1 - . x.. . * Funcion 1
[ I I 0 I ..X\ X ¥ I _r
-6 4, 2 0.2 2" 4 6
A
° . _2A7
A
A -3 -
4

+ Salida in vitro « 15 dias 2~ 30 dias = 45 dias x 60 dias

Figura 8. Distribucion de los 10 individuos en estudio por cada grupo, de
acuerdo con las funciones Discriminantes 1y 2.

Por otra parte el eje 2 discrimina a los grupos atendiendo a su comportamiento en

las variables numero de raices (No Raices), masa fresca de la raiz (Mf.R), relacion
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masa fresca de la raiz-masa fresca de la planta (Mf.R/Mf.P) y potencial hidrico

foliar (yn).

De acuerdo con la contribucion de las variables en el eje 1, las plantulas en el
momento de su salida in vitro y hasta los 15 dias de aclimatizacion presentaron
mayor numero de hojas, pero fueron mas finas, por el contrario, en las de 45y 60
dias de la aclimatizacion las hojas fueron mas anchas, pero se presentaron en
menor numero, ello sugiere que las hojas de las plantulas por el efecto de un
mayor tiempo de aclimatizacion se engrosan mas que las de la salida in vitro o 15
dias, dado que alcanzan un metabolismo mas eficiente por presentar un desarrollo
morfoldgico superior, sin embargo estos se caracterizan por tener menor numero
de hojas, pues al parecer en el proceso de aclimatizacion de henequén, en las
condiciones de estudio creadas, se favorece el proceso de senescencia, con

relacion a la emision de hojas.

Del tratamiento de 30 dias de aclimatizacion se puede decir que sus individuos
tienen un comportamiento mas cercano a los tratamientos de 45 y 60 dias, ya que
en un mayor numero de ellos, tiene mayor contribucién el ancho de las hojas que el
numero de éstas, lo que indica una separacion de los tratamientos de la salida in
vitro y de 15 dias, posiblemente por la adquisiciéon del patron de desarrollo

autotréfico.

En relacion con la segunda funcion discriminante, se puede destacar que los
grupos |, IV y V presentan los mayores valores de las variables niumero de raices
(No Raices), masa fresca de la raiz (Mf.R), relacion masa fresca de la raiz-masa
fresca de la planta (Mf.R/Mf.P) y potencial hidrico foliar (yr), y por el contrario en

los grupo Il y lll, se presentaron los menores valores de estas variables.

También de este analisis se puede afirmar que las plantulas en el momento de la
salida in vitro y hasta los 15 dias de la aclimatizacion se caracterizan por presentar
mayor numero de hojas (las procedentes del cultivo in vitro), pero éstas son mas
finas, sin embargo a los 30, 45 y 60 dias del proceso de aclimatizacion el aumento
en el ancho de las hojas tiene mayor contribucion para expresar la diferencia entre
estos grupos y el de la salida in vitro y 15 dias, debido a que el numero de hojas

tiende a disminuir durante este periodo, como consecuencia del proceso de
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senescencia de la hoja mas vieja de la fase in vitro, lo cual es estimulado por las
condiciones desfavorables a que se someten las plantulas cuando son transferidas

a condiciones ex vitro.

Finalmente los resultados que se muestran en la tabla 11 y la figura 8 sugieren que
las plantulas van adquiriendo un caracter autotréfico (no comprobado), pues las
plantulas en el momento de la salida in vitro (grupo I) presentan un numero de
raices elevado, comparable a las de 45 y 60 dias, pero no funcionales. A los 15y
30 dias se presenta un menor numero de raices, pero estas son funcionales,
alcanzandose un mayor numero de ellas a los 45 y 60 dias. Esto de conjunto con
las modificaciones en las hojas sustenta la sugerencia de la adquisicion de la
autotrofia en el proceso de aclimatizacion, ello ademas se corresponde con que la
mortalidad ocurre de 0 a 15 dias y no posterior a este periodo. En cuanto al
potencial hidrico se puede observar que los grupos | (salida in vitro) y IVy V (45 y
60 dias respectivamente), presentaron valores similares, pero las causa del mismo
son diferentes: en el primero, dadas las condiciones in vitro y en el segundo, por

una adquisicidon de funcionalidad de la plantula.

Por ultimo se puede sugerir que las variables medidas permiten diferenciar los
tratamientos de salida in vitro y de 15 dias entre si y de los restantes. Sin embargo,
en los grupos lll, IV y V aparecen mezclados individuos de los tratamientos 30, 45 y
60 dias de aclimatizacion, lo que evidencia que las variables de mayor contribucion
en las funciones discriminantes no permiten definir la ubicacion diferenciada entre
si de ninguno de estos tratamientos. Este resultado sugiere, que las plantulas de
henequén con 45 o 60 dias en las casas de aclimatizacién, no adquieren cambios
significativos en las variables del desarrollo evaluadas que las diferencien del
estado de desarrollo alcanzado por las plantas a los 30 dias, de acuerdo con las

condiciones de estudio creadas.

Referente a los estudios anatomicos realizados, en las figuras 9, 10, 11, 12, 13 y
14 se muestran las caracteristicas del tejido epidérmico y de las células del
mesofilo de las hojas de las plantulas en los distintos momentos establecidos para
evaluar el proceso de aclimatizacién, asi como caracteristicas de su estructura en

condiciones naturales.
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En la figura 9 (A) como consecuencia del ambiente in vitro, el tejido epidérmico se
presenta en el momento de su salida a las condiciones ex vitro, con células
rectangulares de extremos aguzados, con estomas que no han completado su
desarrollo y delgadas paredes celulares, observandose caracteristicas similares
durante los primeros 15 dias, pero las células tipicas pierden los extremos
aguzados y se observan las cuatro células acompafiantes de estoma bien definidas
(Figura 9 B). Estas caracteristicas evidencian el poco desarrollo de la estructura
del tejido epidérmico bajo estas condiciones, lo que no favorece el normal
funcionamiento de los estomas y es por ello que se produce una mayor pérdida de
agua durante los primeros 15 dias de la aclimatizacion lo que puede ser la
consecuencia de la pérdida de plantulas en esta etapa entre otros factores. A los
30 dias (Figura 9 C) se observan cambios en la morfologia, donde las células
epidérmicas son de mayor tamano, con paredes todavia delgadas, siendo estos
cambios mas visibles, con paredes celulares engrosadas a los 45 y 60 dias
respectivamente (Figura 9 D y 9 E). Lo que evidencia que después de los 15 dias
de estancia de las plantulas en las condiciones ex vitro (casa de -cultivo),
comienzan a verse transformaciones celulares en el tejido epidérmico de las hojas,
hacia las caracteristicas estructurales similares a las obtenidas en condiciones
naturales para esta especie como se muestra en la figura 9 (F), donde aparece una
seccion del tejido epidérmico de la cara adaxial con células tabulares, aparato
estomatico bien desarrollado, con cuatro células acompafantes, estoma tetracitico
segun clasificacion de Gonzalez (2006), paredes celulares engrosadas, y cuticula

gruesa como se describe para esta especie de monocotiledonea (Esau, 1985).
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E10X F 40 X
Figura 9: Superficie adaxial foliar de las plantulas de henequén (Agave

fourcroydes Lem) en el momento de su salida de la fase in vitro y durante el
proceso de la fase de aclimatizacion. A- Plantula al momento de su salida de in
vitro. B, C, D y E, plantulas con 15, 30, 45 y 60 dias de transcurrido el proceso
de aclimatizacion. F- planta control (planta en condiciones naturales).

ES — estoma, CA — células acompafantes, E — epidermis, LA — lado aguzado,

CO- células oclusivas.
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En la condicion del ambiente in vitro, la magnitud de la transpiracion es pequena
debido a la restriccidon de flujo gaseoso en los recipientes de cultivo y la condicion
semiheterotrofa de los cultivos, mientras que bajo condiciones de aclimatizacion la
planta requiere de una mayor tasa de intercambio gaseoso con el ambiente, lo que
podria resultar en una transformacion gradual de los caracteres citolégicos del
tejido epidérmico, La variacion de las células tipicas epidérmicas y los estomas
desarrollados durante la aclimatizaciéon podria ser interpretada como senal de un
mayor control del balance hidrico, o que explica que el restablecimiento de la
estructura de la epidermis influye en que a partir de los 30 dias de aclimatizacién

se eleva el porcentaje de supervivencia.

Estos cambios fueron informados de igual manera para la especie Cattleya
jenmanii Rolfe por Torres et al. (2006). Este comportamiento indica ademas una
respuesta al endurecimiento de las plantulas de henequén a partir de los 15 dias,
con la aparicién de cambios en la anatomia de la epidermis. Resultados similares
han sido informados para diferentes especies por varios autores (Pospisilova et al.,
1999; Malda et al., 1999 y 2000; De Fréitez y Paez, 2004).

En relacién con las células del meséfilo, en los cortes transversales se aprecia un
parénquima clorofilico con espacios intercelulares relativamente pequefos. Los
haces vasculares se encuentran en formacion, dispersos en el mesofilo (Figura 10).
Las fibras estan asociadas con los haces vasculares o aparecen como cordones

independientes en el mesdfilo formando paquetes de fibras (Figura 11).
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Figura 10. Cortes transversales de hojas de plantulas de Agave fourcroydes

Lem a la salida in vitro. E — epidermis, Hvf — haz vascular en formacién,
AD — superficie adaxial, AB — superficie abaxial, PC — parénquima clorofilico.

A los 15 dias de comenzada la aclimatizacion de las plantulas (Figura 11), se
apreciaron pocos cambios en el mesdfilo de la hoja, donde se mantienen los haces
vasculares en formacion todavia sin la presencia de paquetes de fibras en el area

floematica caracteristica de esta especie segun lo descrito por Macia (2006).

|

(10 x)

Figura 11. Cortes transversales de plantulas de Agave fourcroydes Lem con
15 dias de aclimatizacion. Se observan células del meséfilo de aspecto
redondeado, tanto en la parte mas cercana a la epidermis como en la zona
mas interna del mesofilo. Hvf- haz vascular en formacion, PF- paquete de
fibras
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A partir de los 30 hasta los 60 dias, se observo el desarrollo de las células de los
haces vasculares dispersos en el mesdfilo (Figura 12 'y 13).

(10 x)

Figura 12. Corte transversal de plantulas de Agave fourcroydes Lem con 45
dias de aclimatizacién.
Hv- haz vascular en farmacion, PF - paquete de fibras.

(40 x)

Figura 13. Corte transversal de plantulas de Agave fourcroydes Lem con 60
dias de aclimatizacién.
Hv- haz vascular.

Al comparar los resultados anteriores con las secciones transversales de hojas de
plantulas obtenidas de las plantaciones de campo, se aprecia que a los 60 dias,

aunque ya estan formados los haces conductores, todavia estos no tienen bien
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diferenciado en abundancia los paquetes de fibras y las fibras del floema
caracteristicos de los haces de esta especie (Figura 14 Ay B), por lo que se puede
concluir que a los 60 dias no se ha completado aun el desarrollo del meséfilo de la
hoja de A. fourcroydes, sin embargo esto no parece tener influencia en la

supervivencia de las plantas en el proceso de aclimatizacion.

Figura 14. Planta de campo (Bulbillo en condiciones naturales) La flecha
indica:

H- haz colateral cerrado (bien definido), Hv- haz vascular, X- xilema, FX- fibras
xilema, FL- floema, FF- fibras floema F- fibras.

El comportamiento de las variables del desarrollo e indicadores fisiolégicos de las

plantulas de henequén medidas al momento de su salida in vitro y durante los
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distintos momentos establecidos de la etapa de aclimatizacidn se presenta en la
tabla 12. Se observa que el numero de hojas y el numero de raices muestran una
tendencia estable durante todos los momentos evaluados, por lo tanto no se

produjo diferencia estadistica en ambas variables en ninguno de los tratamientos.

Tabla 12. Comportamiento de algunas variables del desarrollo e indicadores
fisiologicos de plantulas de henequén durante la etapa de aclimatizacion.

30 % de luz 70 % de luz
(558,74 < FFF < (1 303,37 < FFF < 1 602,04
686,55 ymol m?s") pmol m?s™")
HR 290 % HR: 80 %
0 15 30 45 60 dias Esx
No hojas 6,2 56 58 5.6 5 0,19 NS
No raices 6,4 4.4 4.8 5 4.6 0,42 NS
Mf:; ‘?'g)ca 0,010 ° 0,009 ° 00153 00212 00162 | 0,002 *
Area foliar
(cm?) 12,2° 10,5° 18,52 17,52 12,4° | 0,75*
Masa seca
total (g) | 0,069 ° 0,067 © 0,103 01262 0,084 ° | 0,006 **
Contenido
";5:2"(’0/39 92 ab 905" 93,62 9352 9362 | 0,003 *
Potencial
hidrico | -0,32°2 0,46° 0,322 0,322 0,302 | 0,017 **
(MPa)

Tratamientos con letras diferentes difieren significativamente para p < 0,05.

Como se aprecia en los resultados expuestos en la tabla 12 con relacion al nimero
de hojas y numero de raices, se produjo una respuesta similar en cada momento
de la evaluacion, lo que sugiere que ambos procesos morfogénicos se mantuvieron
muy estables y que del desarrollo de uno depende el desarrollo del otro. No
obstante en la variable numero de hoja se aprecid una tendencia a la senescencia
de la hoja mas vieja de las producidas in vitro. A pesar de no haber diferencias en
estas variables durante todo el proceso de aclimatizacion, los resultados logrados,
sugieren la posible diferencia en funcionalidad en estos érganos posterior a los 15

dias, lo que se recomienda investigar en este aspecto.
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La masa seca de la raiz no difirid estadisticamente a partir de los 30 dias con
relacion a los tratamientos de 45 y 60 dias, pero si se diferencio significativamente
de los tratamientos de 15 dias y a la salida in vitro. Ello sugiere que una vez
emitida las nuevas raices a partir de los 15 dias y el cambio de condicién
ambiental, se produjo un incremento de la masa seca de la raiz, lo que indica
crecimiento en las plantas, sin embargo a los 60 dias se produjo una disminucion
aunque no significativa en esta variable. Este comportamiento se atribuye a que se
producen modificaciones en las plantulas que deben conllevar a un acomodo de las

funciones bioldgicas.

El area foliar alcanzé el mayor valor a los 30 dias aunque no se diferencié del
tratamiento de 45 dias, pero ambos se diferenciaron del resto de los tratamientos,
sin embargo, entre estos ultimos (salida in vitro; 15 dias y 60 dias) no se
produjeron diferencias estadisticas. Este resultado sugiere que el progresivo
crecimiento de las plantas se estimul6é con el cambio de condicion (incremento de
la intensidad luminosa y disminucioén de la humedad relativa) y en consecuencia la
evolucion morfogénica de las plantas. Contrario a lo antes descrito fue el
comportamiento a los 60 dias, en el cual la senescencia de una hoja influyé6 mas

que la emisién de una nueva.

Los tratamientos de 30 y 45 dias no se diferencian significativamente en la variable
masa seca total, sin embargo 45 dias se diferencié estadisticamente del resto. El
tratamiento de 30 dias no se diferencié significativamente del tratamiento de 60
dias pero si se diferencié del de 15 dias y salida in vitro. EI comportamiento de esta
variable se atribuye a los mismos factores que influyeron en las variables

anteriores.

La ocurrencia de la senescencia de hojas en las plantulas procedentes del cultivo
in vitro durante el proceso de aclimatizacién, puede ser favorecida debido al estrés
producido cuando las plantulas son transferidas de las condiciones in vitro, a las
condiciones de invernadero o de campo, lo que ademas puede estar asociado a

una respuesta especifica de las plantas al deterioro del entorno (Tadeo, 2000).

Por otra parte estd demostrado que en muchas especies de plantas las hojas

formadas in vitro son incapaces de seguirse desarrollando bajo condiciones ex
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vitro, al tiempo que ellas son reemplazadas por hojas recién formadas (Pospisilova
et al., 1999 y Rogalski et al., 2003).

En relacion con los efectos morfolégicos y fisiolégicos provocados por la
aclimatizacion, Diettrich et al. (1992) citados por Malda et al. (1999), informaron
que en Digitales lanata, las hojas formadas in vitro son incapaces de seguirse
desarrollando completamente bajo condiciones ex vitro y después de pocas
semanas ellas son reemplazadas por hojas nuevamente formadas, que contienen
estomas funcionales y cantidades normales de ceras epicuticulares. Sin embargo
estos autores (Malda et al., 1999), se refieren también a que la aclimatizacion en
cactus, depende de diferentes atributos que ellos poseen y que han sido
observados en otras especies de plantas. Segun estos autores los cactus tienen
tallos fotosintéticos en lugar de hojas y destacan que los cactus derivados del
cultivo in vitro, no desarrollan nuevos primordios foliares mientras se estan
adaptando al cambio de las condiciones ex vitro. Mas bien el cuerpo entero de los
cactus debe adaptarse gradualmente hasta completar la aclimatizacién y el total

restablecimiento.

La senescencia de hojas durante la aclimatizacion en las plantulas de henequén
tiene un efecto muy marcado sobre las variables del crecimiento, debido a la
caracteristica de esta especie a mantener un crecimiento sumamente lento durante

las primeras fases de su desarrollo (Robert et al., 1999).

Segun Rodriguez (2005), durante la fase de aclimatizacion en cafia de azucar, se
pueden establecer dos etapas bien diferenciadas. En un primer momento se
produce un lento crecimiento con baja formacion de raices y hojas, que caracteriza
los primeros 21 dias, en el cual las plantulas realizan sus funciones a expensas de
las reservas adquiridas en la fase in vitro y luego de esta fecha se realizan cambios
en las condiciones de aclimatizacion que provocan una disminucion en la mayoria
de las variables del crecimiento y desarrollo. Posteriormente se aprecia un
marcado incremento fundamentalmente en las masas fresca y seca, como

resultado de la adaptacion de las plantulas a las nuevas condiciones ambientales.

El Contenido Relativo de Agua (CRA) se presentd entre valores muy cercanos a

lo largo de la fase en estudio. No obstante el valor observado a los 15 dias difiere
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significativamente de los obtenidos a los 30, 45 y 60 dias, apreciandose un
incremento en estos periodos. El menor valor observado a los 15 dias, podria
deberse a los efectos de las condiciones desfavorables a que se someten las
plantulas cuando son transferidas de las condiciones in vitro a las condiciones de
invernadero o de campo, lo que ya se ha discutido con anterioridad. Desde los 30

hasta los 60 dias no hay diferencias entre los tratamientos.

El comportamiento exhibido por las plantulas de henequén durante la fase de
aclimatizaciéon, en cuanto al estado hidrico, no resulta una particularidad para esta
especie. Se ha demostrado que el retardo en el desarrollo de la cuticula, ceras
epicuticulares y funcionamiento del aparato estomatal, durante el cultivo in vitro,
causan altas tasas de transpiracion cuticular y estomatal de las hojas de las
plantulas cuando son sacadas de los frascos de cultivos (Santamaria et al., 1995;
Pospisilova et al., 1999 y De Fréitez y Paez, 2004). Sin embargo se ha observado
que durante la aclimatizacion en las condiciones ex vitro las tasas de transpiracion
cuticular y estomatal, generalmente decrecen debido a que la regulacién estomatal

se va haciendo mas efectiva y la cuticula y las ceras epicuticulares se desarrollan.

Resultados similares en el comportamiento del estado hidrico de las plantulas
durante las primeras semanas de la aclimatizacién, en plantas con metabolismo
CAM, han sido informado por Malda et al. (1999 y 2000), en dos especies de
cactus (Caryphantha minima Baird y Obregonia denegrii Fric). Estos autores
encontraron que la tasa de pérdida de agua durante la aclimatizacion fue alta para
los primeros cinco dias, sin embargo hubo una tendencia a estabilizarse hacia los
15 dias. Informan ademas que la cantidad total de agua perdida durante los
primeros 20 dias de la aclimatizacion, fue significativa, pero no afecté la
supervivencia de las plantulas, con posterioridad a este periodo las plantulas
comenzaron su recuperacion. Hecho que se asocié en este caso a la estructura
suculenta de los cactus, lo que les permitid sobrevivir y recuperarse después de
cierto grado de desecacion, fundamentacion que también puede aplicarse al
Agave, por cuanto también clasifica como una planta suculenta (Aguirreolea, 2000;
Dodd et al., 2002).

En el Potencial hidrico foliar (\Yr) se produjo una disminucién significativa de su

valor a los 15 dias, con respecto a la salida in vitro y los restantes momentos del
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proceso de aclimatizacion. Ello pudiera ser consecuencia de la insuficiente
preparacion de las plantulas para crecer y desarrollarse en las nuevas condiciones,
relacionado fundamentalmente con una incompleta capacidad para controlar el
mecanismo de cierre y apertura de los estomas, como es tipico de esta fase
(Pospisilova et al., 1999 y Hazarika, 2003), y con la ineficiencia en la absorcion y
transporte de agua, debido segun Martinez et al. (2005) a una conexién vascular
incompleta o deficiente entre la raiz y el brote. Sin embargo después de 15 dias se
produce un incremento significativo de su valor, manteniéndose esa tendencia
hasta el final de la etapa de aclimatizaciéon evaluada, y con ello se sugiere su
adaptabilidad.

Finalmente el analisis de las variables indicativas del estado hidrico de las
plantulas (Tabla 12), reflejan que a pesar de la disminucion significativa de éstas a
los 15 dias del proceso de aclimatizacion, este decremento no constituyé una
deficiencia hidrica para este cultivo, muy diferente a lo informado por Pospisilova et
al., 1998, en la aclimatizacién de plantulas de Tabaco (Nicotiana tabacum L. cv.
Petit Havana SR1), en el que en los primeros 15 dias valores de potencial hidrico
inferiores a -1.0 MPa afectaron la supervivencia de las plantulas, por lo tanto este
resultado sugiere que en la aclimatizacién de las plantulas de henequén existen
otros factores que pudieran estar influyendo con mayor relevancia en la

supervivencia de éstas.

En la figura 15 se aprecia el comportamiento de los indicadores de crecimiento
evaluados a las plantulas, en los distintos momentos establecidos para el estudio
de la fase de aclimatizacién. Se reflejan valores negativos para las tasas absoluta,
relativa y de asimilacién neta en el intervalo de 0 a 15 dias, lo que indica que
durante este tiempo no hubo incremento en la biomasa de las plantulas, como se
puede apreciar en los valores de area foliar y masa seca total mostrados en la tabla
12. Este hecho se debe a que todo el CO; fijado en la fotosintesis se consume en
la respiracion o que las plantulas bajo estas condiciones sobreviven a expensas de
las sustancias de reserva adquiridas por ellas durante la fase in vitro. Ello puede
ser el resultado de un comportamiento de fotoautotrofia incompleta o que hay
supresion de la fotosintesis durante este periodo (Kozai et al., 1991; Pospisilova et
al., 1999 y Arigita et al., 2002).
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Las reducidas tasas de crecimiento o con valores negativos presentes en las
plantulas durante las primeras semanas de la aclimatizacion, informado por Kozai
et al. (1991), pueden estar asociadas con las variaciones en el contenido hidrico
de las plantulas como sucede en las hojas en estado de marchitez, caracteristica
usualmente visible en las plantulas después del trasplante (Torres y Mogollén,
2002). Esto produce cierto incremento de la actividad respiratoria, debido a la
transformacion de almidones en azlcares y por consiguiente una disminucion de
la masa seca. Ademas esta demostrado que en plantas cuya tasa de crecimiento
es cero, toda la respiracion estara destinada a procesos de mantenimiento (Ribas-
Carbo6 y Gonzélez-Mele, 2000).

De igual forma la carencia de agua en las plantas puede influir de manera decisiva
en la acumulacion de biomasa o en el rendimiento de las mismas (Barroso y
Jerez, 2000), siendo precisamente en este intervalo (0 - 15 dias), donde més bajo
se presentaron los valores de contenido relativo de agua y potencial hidrico foliar,
difiriendo este dltimo significativamente del resto de los valores obtenidos en los

distintos momentos estudiados de la etapa de aclimatizacion.

En los periodos de 30, 45 y 60 dias, todas las tasas de crecimiento se
incrementan, especialmente durante el intervalo de 15 a 30 dias, lo que sugiere
que después de 15 dias en esta fase (de acuerdo con las condiciones creadas en
este estudio), comienzan a producirse cambios en la anatomia y en los
mecanismos fisiologicos de estas plantulas, como respuesta a las nuevas
condiciones medioambientales de las casas de aclimatizaciéon, que se pudieran
asociar con el comienzo de un proceso de recuperacion de estas plantulas a partir
de este tiempo (15 dias) y que les permite ademas alcanzar a partir de un periodo
de 30 dias, un comportamiento favorable de las tasas de crecimiento y del estado
hidrico. Esto puede ser el resultado de una respuesta autotréfica eficiente de las
plantulas a partir de este momento (30 dias) y de eficiencia en los mecanismos
gue les permiten a las plantas hacer un control de las pérdidas de agua, asociado
ademas a la presencia de las nuevas raices verdaderas como ya se destacé en
los experimentos anteriores. En tal sentido también se ha demostrado que la

eficiencia en el uso del agua por las plantas, es una medida de la efectividad de
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los estomas para maximizar la fotosintesis reduciendo al mismo tiempo la pérdida

de agua (Segura, 2003).

Después del periodo de 45 dias, se observa una disminucion aunque no
significativa de las tasas de crecimiento. Esto puede asociarse a la senescencia

de una hoja, que implica una disminucién proporcional del area foliar y la biomasa.

Por su parte el area foliar especifica refleja la existencia a los 60 dias de una
mayor masa seca por unidad de area foliar, difiriendo significativamente del valor
mostrado a los 15 dias, lo que sugiere que durante todo el periodo se mantuvo
una tendencia a incrementar la masa seca de las hojas, lo cual puede
manifestarse en un aumento del grosor, de la expansion foliar o ambos. Este
hecho, conjuntamente con la condicion mas favorable del estado hidrico de las
plantulas a los 60 dias, corrobora lo expresado anteriormente con relacion a las
particularidades del crecimiento de las plantulas de henequén durante el periodo

de aclimatizacion evaluado.

El comportamiento ulterior de las plantulas cuando fueron transferidas a

condiciones de previvero, se refleja en la tabla 13 y en la figura 16.

En la estructura de las hojas de las plantas de henequén, es caracteristico un
engrosamiento de la cuticula y abundantes ceras epicuticulares, que les permiten
mantener bajas tasas de transpiracion por esta via en condiciones naturales.
Estos aspectos no son totalmente corregidos durante las primeras semanas de la
aclimatizacion como resultado de su adaptacibn a las nuevas condiciones

ambientales y parecen tener un efecto mas marcado durante los primeros 15 dias.

Los valores de las variables del crecimiento de las plantas a los 180 dias de
previvero, como se refleja en la tabla 13, no mostraron diferencias entre los
tratamientos evaluados. Este comportamiento es similar al mostrado por los

indicadores del crecimiento calculados, al final del periodo (Figura 16).
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Figura 16. Comportamiento de tasa relativa de crecimiento (TRC), tasa de
asimilacion neta (TAN) y relacién del area foliar (RAF) de las plantas durante
la etapa de previvero que provenian de los periodos de 30, 45 y 60 dias de
aclimatizacion.

NS indica que no hay diferencia entre las medias (n = 10), para p < 0.05.
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Tabla 13. Comportamiento de algunas variables del crecimiento en plantulas
con 30, 45y 60 dias de aclimatizacion durante la fase de previvero alos 180
dias de estancia en esta etapa.

Tratamientos

(aclimatizacion Talla No. Area F<2)Iiar Masa seca
en dias) (cm) hojas (cm”®) total ()
30 21,47 7 184 8,22
45 22,45 7 194 8,28
60 23,03 7 194 8,42
ESx 058 M 017 M 7,7 N 0,47 ™°

NS: Indica que no hay diferencia entre las medias (n = 10), p < 0.05.

Estos resultados evidencian que las plantulas de esta especie responden
positivamente a partir de los 30 dias de aclimatizacion, no solo en relacién a su
comportamiento en las casas de cultivo sino también en la supervivencia y en
cuanto a crecimiento y desarrollo cuando son trasladadas para los previveros,
favoreciéndose ademas desde el punto de vista de la calidad y economia de todo

el proceso.

Resulta importante resaltar ademas que una vez lograda la adaptacion y la
capacidad de las plantulas para desarrollar procesos fotosintéticos, la exposicion a
la luz completa en exteriores sin afectar su supervivencia, como ya se destaco en
el experimento 4.4, puede ser un factor favorable para incrementar las tasas de
crecimiento y desarrollo de las plantulas de acuerdo con la especie, lo que explica
los resultados alcanzados en este experimento. Este es un aspecto que se debe
considerar para acelerar el transito de las plantas por el area de aclimatizacion,
para que una vez lograda altas tasas de supervivencia, las plantulas crezcan y se
desarrollen rapidamente y de esta forma hacer mas eficiente el proceso de
propagacion y utilizar con mayor frecuencia las instalaciones especializadas

dedicadas a estos fines (Rodriguez, 2005).
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4.7. Estudio del comportamiento de plantulas de henequén en condiciones

de previvero, en diferentes fechas de plantacion

Segun los resultados mostrados en la figura 17, las plantulas establecidas en el
periodo de Mayo a Noviembre alcanzaron los indicadores de calidad establecidos
por el instructivo técnico del cultivo (Cuba MINAG, 1986) y las exigencias de los
propios productores para pasar a la etapa de vivero. En el periodo de Mayo-
Noviembre los indicadores tienen un comportamiento superior que difieren
significativamente de los periodos Enero-Julio y Julio-Enero. Sin embargo, en
estos periodos (Enero-Julio y Julio-Enero), los indicadores no tuvieron diferencias
significativas entre si y las plantas de ambos grupos alcanzaron niveles de

desarrollo similares.

Este resultado evidencia una respuesta diferenciada del cultivo a las variaciones
climaticas que ocurren en el pais, lo que coincide con lo informado por Otero
(1999) en cuanto a que el henequén de acuerdo con sus caracteristicas botanicas
y fisioldgicas, presenta resistencia a la sequia y se desarrolla bien en climas
secos. Por lo tanto cierto grado de humedad y temperaturas calidas favorecen su

crecimiento significativamente.

Segun diferentes autores (Gehlsen, 1939; Schery ,1956; Kirby, 1968) citados por
Otero (1999), este cultivo es muy sensible a las bajas temperaturas y por el
contrario, puede soportar temperaturas atmosféricas elevadas, debido a la
capacidad que presenta dicha planta de resistir la sequedad. Se plantea en este
sentido (Otero, 1999), que si las temperaturas fluctian entre 27 y 32 °C y no bajan
de 16 °C el cultivo encuentra condiciones éptimas para su desarrollo, sin embargo

por debajo de 10 °C su ritmo de crecimiento se retarda considerablemente.

En la tabla 14 se presentan los datos de temperaturas maximos y minimos
mensuales, asi como los datos de la humedad relativa de la zona de estudio
durante el periodo experimental. La figura 18 muestra el comportamiento de la

temperatura media mensual.
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Figura 17. Intervalos de confianza de las medias de los indicadores medidos,
en etapa de previvero (180 dias), teniendo en cuenta tres periodos diferentes
de desarrollo de las plantulas en estas condiciones. (n = 15).
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Tabla 14. Principales variables climaticas de interés para el estudio, que
caracterizaron el periodo experimental.

Periodo Temperatura (°C) Humedad
Relativa
Méaxima Minima (%)
2002
Mayo 31,6 20,7 78,9
Junio 30,8 21,5 80,1
Julio 31,3 21,4 80,2
Agosto 31,5 21,6 81,4
Septiembre 31,0 21,3 82,0
Octubre 29,3 21,0 80,8
Noviembre 27,6 18,7 80,5
Diciembre 26,9 16,6 79,1
2003
Enero 26,1 14,8 75,31
Febrero 25,7 15,7 82,72
Marzo 30,2 16,0 75,89
Abril 29,7 18,4 76,52
Mayo 30,6 17,9 76,11
Junio 30,9 21,7 82,85
Julio 32,4 21,7 80,91

Figura 18. Comportamiento de la temperatura media mensual durante el
periodo experimental
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En los datos que aparecen en la tabla 14 y la informacién presentada en la figura
18, se evidencia que durante el periodo de mayo a noviembre las plantas
recibieron desde el momento en que se trasplantaron para el previvero, el estimulo
de las altas temperaturas que favorecen su desarrollo, ello concuerda con los
criterios establecidos en los parrafos anteriores del efecto de la temperatura sobre
el crecimiento en la primera variante. En este periodo las plantas recibieron la
accion de las bajas temperaturas al final de su estancia (mes de noviembre), lo
que sugiere un efecto menos desventajoso para éstas, dado el desarrollo que

lograron alcanzar hasta ese momento.

En los periodos de Julio a Enero (2002-2003) y de Enero a Julio (2003), aunque
se alcanza la talla de las plantas para vivero en 6 meses, sus valores se presentan
muy inferiores a los logrados en el periodo de Mayo a Noviembre. Ello sugiere, en
el caso de la variante de Enero a Julio, que las bajas temperaturas en la primera
etapa de su traslado para el previvero, inhibieron o disminuyeron la velocidad de

los procesos metabdlicos, por lo que retrasaron su crecimiento.

En el caso de las plantas de la variante de Julio a Enero, aunque se produjeron en
estas valores similares de crecimiento a las plantas del periodo de Enero a Julio,
no sufrieron el efecto negativo de las bajas temperaturas en la primera etapa de su
traslado a previvero. Este resultado indica que otros factores deben ejercer algun
efecto que contribuye a retrasar el ritmo de crecimiento, entre ellos podrian estar

las precipitaciones, interaccion con los microorganismos del suelo, entre otros.

En cuanto a la época 6ptima para plantacién en vivero, segun informa Otero
(1999), puede realizarse en cualquier época del afio, pues este cultivo resiste la
sequia y se desarrolla bien en climas calidos, sin embargo su época 6ptima se
corresponde con el periodo lluvioso, o sea con los meses mas calidos del afio de

acuerdo con las condiciones ecoldgicas de Cuba como ya se destaco antes.

De hecho se concluye que las plantas micopropagadas, aunque pueden plantarse
en cualquier periodo, son mas exigentes de condiciones de alta humedad y

elevada temperatura cuando se transfieren a previvero. En esta fase las plantulas
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se enfrentan al medio natural, algo similar a las condiciones de campo, etapa en
que se presentan con bajo niveles de desarrollo adquirido durante el periodo de
aclimatizacion, como se discuti6 en el experimento 4.6. (Estudio de algunos
cambios anatomorfoldgicos vy fisioldgicos producidos en las plantulas durante la

aclimatizacion).

Si el trasplante se realiza en un periodo en el que las plantulas quedan mas
expuestas a temperaturas bajas durante un mayor tiempo, se retarda

significativamente su ritmo de desarrollo y ello puede afectar la etapa de vivero.

4.8. Valoracion econémica

Las tablas 15 y 16, reflejan que de las variantes analizadas en la fase de
aclimatizacion, el mayor incremento de los ingresos se obtiene para el periodo de
30 dias, fundamentalmente por ahorro de recursos, que hace que disminuya el
costo de produccion. Como resultado de los indicadores evaluados (Tabla 16), se
observa que la ganancia a los 30 dias se incrementaen $1581,1y $ 3 162,2,
para el monto total de plantas con respecto a los 45 y 60 dias respectivamente,
aunque en este sentido, el costo unitario por planta no refleje altas diferencias. Por
su parte la rentabilidad igualmente es superior en 3.7 % y 7.2 % para los 30 dias

con respecto a los otros dos periodos.
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Gastos generales del proceso 30 dias 45 dias 60 dias
(%) MN MN MN
Gasto de materia primay
materiales.
» Posturas 42 350,00 42 350,00 42 350,00
= Agua 153,91 207,84 261,77
* Bandeja 245,34 245,34 245,34
= Zeolita 38,81 38,81 38,81
Energia.
= Electricidad 12,21 16,39 20,57
= Combustible 8,00 8,00 8,00
Gasto de fuerza de trabajo.
» Salario 3 609,6 4 963,2 6 316,8
Total de gastos directos 46 417,87 47 829,58 49 241,29
Gastos indirectos (%). 5570,14 5 739,54 5 908,95
Total de gastos (directos + 51 988,01 53 569,12 55 150,24
indirectos).
Produccion total.(plantas) 500 000 500 000 500 000
Costo/Planta. 0.10 0.11 0.11
Precio venta =$ 0.13
Tabla 16. Andlisis de indicadores econémicos.
Ahorro
Indicadores UM 30 dias 45 dias. 60 dias.
econdmicos. 30-45 | 30-60
Costo de $ 51 988,01 | 53569,12 | 55150,24 | 1581,1 | 3162,2
produccién
Costo/ planta $ 0,10 0,11 0,11
Ganancia $ 13011,99 | 11430,88 | 9849,76 | 1581,1 | 3162,2
Rentabilidad % 25,02 21,33 17,85

Con respecto al costo de la postura por el método tradicional (para ser llevada a

vivero), puede variar en dependencia de las condiciones de trabajo (informacion

aportada por la empresa), de la siguiente forma:
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e Terrenos con un nivel bajo de infestacion de malezas, 10 centavos, de ellos
0.01 en CUC.

e Terrenos con un nivel medio de infestacion de malezas, 12 centavos, de
ellos 0.01 en CUC.

e Terrenos con un nivel alto de infestacion de malezas, 14 centavos, de ellos
0.01 en CUC.

En cuanto al costo medio de permanencia de la postura en vivero, por el método
tradicional es de 15 centavos, de ellos 0.002 en CUC, teniendo en cuenta que
estas plantas alcanzan su tamafio 6ptimo de plantacion en un periodo de 16 a 18
meses. Por el método de propagacion in vitro, el costo medio de la postura entre el
previvero y el vivero, se estima que sea de 13 centavos y de ellos 0.002 en CUC.
Esta postura puede alcanzar su tamafio adecuado para plantacién definitiva en 12

meses.

Del andlisis realizado en la fase de aclimatizacion, se establece que una estancia
de 30 dias en esta etapa, brinda mejores beneficios econémicos que estancias de
45 6 60 dias, fundamentalmente por concepto de ahorros de recursos y fuerza de
trabajo, lo que coincide ademés con lo planteado por Fontarbel (2002) y Rodriguez
(2005), en cuanto a la necesidad de realizar una transferencia cuidadosa de las

plantulas a las condiciones ex vitro en el menor tiempo posible.

Con relacion al andlisis hecho en cuanto al costo de permanencia de la postura en
condiciones de vivero, a pesar de que la informacion dada en este aspecto refleja
mejor comportamiento para la postura proveniente de la micropropagacion, existen
también otras ventajas que se obtienen en esta especie con el empleo de las
plantas micropropagadas, actualmente observables en las condiciones de la

empresa de Matanzas, las que se refieren a continuacion:

- Se ha podido observar una mayor emision de hijos basales o del rizoma por

aflo, en comparacion con plantaciones de campo.
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- La entrada en produccion de plantaciones establecidas con este tipo de
postura es a los tres afos, en vez de a los cinco o seis que requieren las

plantas propagadas en campo.

En tal sentido, Eastmond et al. (2000) informan que en plantulas de henequén, el
principal efecto observado a nivel de vivero, es una mayor capacidad de
ahijamiento de las lineas clonales, las cuales producen un promedio de 5,6
vastagos por afio, en comparacion con 1,5 producidos por las plantas de campo,
lo que permite una mayor produccion de hijuelos, que por el método tradicional
requeriria de un vivero en mucha mayor escala para producir esta misma cantidad

de vastagos.
4.9. Propuesta de manejo para la aclimatizacion de plantulas de henequén

El empleo exitoso de las técnicas de cultivo de tejidos para la micropropagacion de
especies vegetales de interés agricola debe estar regulado por un manejo
adecuado de las plantulas una vez que son transferidas desde el ambiente
controlado del laboratorio a las condiciones ex vitro. Este proceso resulta de vital
importancia para cualquier sistema de micropropagacion debido a que la
aclimatizacion es la fase en la cual se producen las mayores pérdidas del material

vegetal propagado y de esta depende el éxito de la propagacion in vitro.

Los resultados de este trabajo confirman el hecho de que las plantas responden a

los estimulos ambientales modificando sus patrones de crecimiento y desarrollo.

En un primer momento, las plantulas de henequén que se propagaron en
condiciones in vitro adquirieron las sustancias y la energia requerida para su
crecimiento y desarrollo a partir del medio de cultivo. Una vez que las plantulas
son transferidas a las condiciones ex vitro deben comenzar a adaptarse a este

nuevo ambiente y comportarse como organismos autotroficos.

Por ello, brindar un ambiente apropiado, de manera gradual, en la etapa de

aclimatizacion, conduce las plantulas de henequén a modificar el patron de
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crecimiento adquirido en las condiciones in vitro y que adquirieran la capacidad

para vivir en condiciones naturales.

El elevado porcentaje de supervivencia que se alcanzé, evidencié que el manejo
que se establecié desde la seleccion de las caracteristicas patrones que debian
tener las plantulas para ser llevadas a la aclimatizacion; como el cambio gradual
de las condiciones ambientales, favorecieron con mayor celeridad la etapa de

aclimatizacion.

Se sefiala ademas, que con el empleo de un sustrato con un 10 % de materia
organica compuesto por pulpa de henequén descompuesta y zeolita, se lograron
caracteristicas fisicas y nutricionales que permitieron alcanzar elevados

porcentajes de supervivencia.

El éxito de la aclimatizacion se confirmé en el ensayo de previvero, pues se
demostré que las plantulas con 30 dias de aclimatizacion lograron un porcentaje

de supervivencia superior al 97 %.

Sobre la base de lo antes expuesto se propone el siguiente manejo:

e Utilizar plantulas con talla de 7 cm o0 mayor y masa fresca superior a
0,42 g.

e Realizar la plantacion en un sustrato formado por una mezcla de pulpa de
henequén descompuesta con zeolita, con un 10% de materia organica.

e Mantener alta humedad relativa (> 90 %) durante las primeras dos
semanas, aplicando una mayor frecuencia de riego de corta duracion
(Aproximadamente 14 riegos de forma diaria entre las 9:00 am y las 4:00
pm, con un intervalo de 30 minutos y una duracién de cinco minutos) y
reducir la intensidad luminosa al 30 %.

e A partir de la tercera semana incrementar la intensidad de luz a un 70 % y
espaciar los riegos (Aplicar siete con un intervalo de 60 minutos y una

duracién de cinco minutos).
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Concluir la etapa de aclimatizacion a los 30 dias y trasplantar las plantulas
a la etapa de previvero.

Establecer las plantulas en la fase de previvero en un sustrato conformado
por pulpa de henequén descompuesta, con un marco de plantacién de
10x10 cm.

Realizar el trasplante de las plantulas de henequén a la fase de previvero
al comienzo de la primavera o finales de la época de frio. Aunque este

puede extenderse durante toda la primavera.

Ademas de los aspectos sefialados anteriormente que se plantean como

especificos para el cultivo del henequén, se deben tener en cuenta otros

criterios que se han preestablecidos por diferentes autores en otros cultivos

(Agramonte et al., 1998; Martinez et al., 2005) y que fueron corroborados en

los estudios realizados, los mismos son:

Lavar cuidadosamente las plantas con agua corriente para eliminar los
restos de agar de los brotes y raices.

Podar las raices para facilitar el establecimiento de las plantulas en el
sustrato.

Colocar las plantulas en agua destilada antes del trasplante por un periodo
de 10 horas.

Sumergir en el momento de la plantacién en la bandeja la parte basal y la
zona de las raices en una disolucion de oxicloruro de cobre con una

concentracion de 14,5 g L™,
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V. Conclusiones

» Bajo las condiciones de aclimatizacién propuesta y el empleo de
plantulas con una talla mayor o igual a siete centimetros en la salida de
las condiciones in vitro, unido al empleo de un sustrato donde se mezclé
pulpa de henequén descompuesta + zeolita, con un 10 % de materia
organica, se logra un nivel de supervivencia mayor al 90 %.

» La combinacién de ambientes de HR 2 90 % y FFF entre 558,74 y 686,55
pumol m? s™ durante los primeros 15 dias y luego 80 % HR y FFF entre 1
303,37 y 1 602,04 umol m? s™ otros 15 dias, estimulé la formacién de
raices verdaderas y el incremento del area foliar, respuestas
morfogénicas que integradas justifican el aumento de la masa seca total
durante los primeros 30 dias de la aclimatizacion.

» Las manifestaciones tipicas de las caracteristicas estructurales en las
células epidérmicas, que se acercan a las propias de las plantas crecidas
en condiciones naturales, asi como el comportamiento estable y
favorable de los indicadores de crecimiento y del estado hidrico de las
plantulas asociados a un nivel de supervivencia por encima del 90 %,
indicé que se puede concluir la etapa de aclimatizacion a partir de los 30
dias, momento a partir del cual las plantulas de henequén estan listas
para pasar a la etapa de previvero.

» Con la estancia de 30 dias en la etapa de aclimatizacién se incrementé la
rentabilidad en un 3,7 % y 7,2 % con respecto a 45 y 60 dias
respectivamente, motivado por el incremento de la ganancia dado
fundamentalmente a la disminucion de los costos por ahorro de
recursos, fuerza de trabajo, espacio y tiempo.

» El desarrollo de las plantulas en la fase de previvero se favorece con el
empleo de la pulpa de henequén descompuesta como sustrato con un
marco de plantacion de 10x10 cm.
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> Las condiciones climaticas con temperatura media superior a 24 °C
favorecen el crecimiento y desarrollo de las plantulas de henequén en
fase de previvero, por el contrario, inferiores retardan la velocidad de su
crecimiento. Sin embargo la elevada supervivencia (superior al 95 %) en
los periodos evaluados sugieren la posibilidad de establecer las
plantulas en previvero durante todo el aino.
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VI. Recomendaciones

» Utilizar la metodologia que se establece para la aclimatizacién de
plantulas de henequén, con la modificacion propuesta para la fase in

vitro.

» Utilizar el sistema de multiplicacion acelerada por cultivo in vitro, junto
con la tecnologia propuesta para la aclimatizacion de plantulas de
henequén con el fin de apoyar el programa de desarrollo henequenero,

debido ala necesidad de sustitucion de importaciones (fibras).
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Anexos

Anexo 1.

Esquema de la fase in vitro, de acuerdo con el protocolo de
micropropagacion establecido por Gonzalez (2001) para el cultivo del
henequén.

Fase de establecimiento (Apices meristematicos)

l

Fase de multiplicacién

0,5 mg/L AIB
> 0,1 mg/L 6 BAP

e Duracion (30 dias)

0,5 mg/L AIB
» 5 mg/L 6 BAP

e Duracién (45 dias)

l

Fase de enraizamiento

0,5 mg/L ANA
Las plantulas fueron enraizadas in vitro durante 30 dias en medio MS

(Murashige y Skoog, 1962) con las sales de nitrégeno ligeramente
modificadas por Robert et al. (1992).

e Medio sélido
e pHS5,7

Se utilizaron plantulas procedentes del 8" subcultivo
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Anexo 2.

Tabla 1. Resultados del andlisis quimico de la pulpa de henequén

descompuesta por 60 dias (Gonzalez, 2001).

Valores pH [Hum.|N |P,0s |K:O |[M.O.

P K \Ca \Mg

H:O | % Kg/ha %

p.p.m. meq/100g

Media
(10 v) 8,25 38,7 789 280 1657 26,31

61 1,77 28,04 8,01

Valor
Menor 8,10 29 554 160 1135 18,48

35 1,21 23,80 7,2

Valor
Mayor 9,4 53 1047 366 1914 34,91

80 2,18 34,20 10,5

Se observa que en general el material mantiene caracteristicas estables en
su pH, con contenido de materia organica y buena riqueza de macro
elementos. El analisis se realiz6 para 10 muestras.

Tabla 2. Andlisis quimico del material organico de pulpa de henequén

descompuesta en base humeda (% de humedad de campo 31.3).

% K CIN %Ca % Mg % P % MO

pH % N

0,03 10 1,49 0,26 0,07 22,4

8 1,30

Procesada por latécnica analitica para abonos organicos

(Paneque et al., 1999).

Densidad del material: 0,48 g/cm?®
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Anexo 3.

Agrupamiento: Ferralitico

Tipo: Ferralitico Rojo
Subtipo: Tipico

Forma del terreno circundante: Ondulado
Formacién geoldgica: Caliza del Neogeno
Agricultura tradicional: Henequén, pasto natural
Pendiente maxima: 4,1-7%

Roca madre: Caliza dura
Drenaje superficial e interno: Bueno

Altitud: 85 m

Descripcion:

Horizontes:

A1p 0-20cm:

(B) 20-30cm

C de 30 a mas

Arcilla de color pardo rojizo (10 R 3/4) en humedo, friable,
ligeramente plastico, ligeramente adhesivo, estructura
granular, no se observan superficies brillantes, poco
agrietamiento, poroso, muchas raices finas de
penetracion vertical, transicion notable con el horizonte
subyacente, limite plano efervesce al HCl al 10 %.

Arcilla de color pardo rojizo (10 R 3/6) en humedo, poco
plastico, poco adhesivo, estructura poliédrica fina, friable,
sin superficie brillante, no agrietado, poroso, algunas
raices, transicion notable e irregular no efervesce al HCI
al 10 %.

Roca caliza dura, parcialmente meteorizado, pardo rojizo
claro.

Cationes intercambiables (mmol/ 1009g)

Horizonte  Profun pH
Genético didad Y, ca™ Mg*™ K" Na S T V %
(cm) KCL H,O
Arp 0-20 6,0 6,7 185 13,56 1,86 04 026 16,08 21,3 75,49
(B) 20-30 6,2 6,8 1,37 14,02 1,82 0,38 0,20 16.42 20,33 80,76
Andlisis agroquimico
Horizonte Profundidad P,Os5 K,O MO
Genético (cm) (Asimilable) (Asimilable) %
Mg/100g Mg/100g
Aip 0-20 13,66 21,87 2,92
(B) 20 - 30 8,81 11,53 2,22
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Anexo 4. Esquema de montaje del experimento 3.6

Tiempo de aclimatizacion Tiempo
Tratamientos en casa de cultivo Tiempo en dias en previvero | total del
(dias) proceso
en dias
Salida de in vitro
15 dias
30 dias 210
45 dias 225
60 dias 240

D

15 dias

v

&
<«

60 dias

A
v

180 dias

I Tiempo de aclimatizacion para cada tratamiento en casa de cultivo.

— Tiempo en previvero para cada tratamiento.
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Anexo 5. Ficha de costo del proceso de aclimatizaciéon

Recursos empleados Unidades a Costo Moneda Moneda
emplear Unitario Nacional Convertible
(MN) (CUC)
Plantulas (90 % de supervivencia) 550 000 $ 0,077 X
plantas $ 0,015 X
Total de bandejas de 247 alvéolos
a emplear en un mismo lote, de 282 $0,87 X
acuerdo con la capacidad de la
instalacion.
Sustrato.
e Zeolita t $12,08 X
e Cantidad de sustrato por 2,32 kg
bandeja.
e Cantidad total a emplear 5 800 kg
e Cantidad total de zeolita a 32132 $ 38,81
emplear
Energia.
e Electricidad: kW/h $0,11 X
30 dias 111
45 dias 149
60 dias 187
e Combustible diesel L $0,40 X
20L $ 8,00 X
e Agua m® $0,30 X
30 dias 513,02
45 dias 692,80
60 dias 872,52
Fuerza de trabajo
e Salario:
Técnico 1 $/h 1,41 X
Chofer. 1 $/h 1,17 X

> El costo de la pulpa de henequén solamente se reflejé por concepto de consumo
de combustible en la transportacion.
» El costo unitario de las plantulas en el proceso in vitro lo establece Gonzéalez

(2001).
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