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I. INTRODUCCION

Los microorganismos realizan una serie de funciones que repercuten en la productividad y
el mantenimiento de los agroecosistemas. Las funciones que mds se perciben son aquellas que
afectan directamente a las plantas. Sin embargo las plantas se pueden ver dafiadas o
beneficiadas por su asociacion con los microorganismos. Desde el punto de vista benéfico
pueden incrementar el desarrollo y la productividad de las plantas, lo cual puede deberse, entre
otras causas, a que los microorganismos tienen la capacidad de facilitar la absorcién de
nutrientes, controlar a los enemigos naturales, hacer disponibles algunos elementos del suelo
que normalmente se encuentran de manera insoluble, mejorar las relaciones hidricas e

incrementar en la planta tolerancia a condiciones adversas, entre otras (Bailey y col.,, 1997).

Conforme se avanza en el conocimiento de los factores que intervienen para el ’

establecimiento de cultivos y las desventajas del uso excesivo de insumos quimicos, se ha dado
mayor importancia a las interacciones que se presentan en los ambientes circundantes a las
plantas especialmente a las de mayor importancia econdmica. Debido a esto, actualmente se
dedican considerables esfuerzos a la investigacion de algunas interacciones simbidticas, tales
como la conocida asociacion Rhizobium-leguminosa y las asociaciones endomicorrizicas como
una buena alternativa en el mantenimiento del equilibrio de los ecosistemas naturales
(Kliromonos y Kendrick, 1993).

En la naturaleza existen innumerables interacciones simbidticas entre las plantas y los
microorganismos que son vitales para mantener el desarrollo de quienes la integran. sin
embargo, muchas de estas interacciones pueden perderse cuando la planta es propagada in vifro
debido a que para su establecimiento es indispensable eliminar todo microorganismo que Ia
acompaiia independientemente de la funcion que pueda desempefiar en la planta. El presente

trabajo esta orientado a generar informacion acerca de la reincorporacién de microorganismos a




las plantas de Agave provenientes del cultivo i vitro, ya que su interaccion pudiera favorecer

procesos fisiologicos, anatomicos y morfologicos en el desarrofio de éstas.

[38]




ll. ANTECEDENTES

2.1 FAMILIA AGAVACEAE
La familia Agavaceae esta constituida aproximadamente por 273 especies agrupadas en 8
género. De estas 205 (75%) del total crecen en México, siendo 151 (55%) endémicas (Garcia-
Mendoza y Galvan, 1994). Asi ﬁismo, el género Agave esta constituido por 155 especies, de
las cuales existen 116 en México, cifra que corresponde al 75% del total (Vazquez-Gonzalez,
1983). Por otro lado, el aprovechamiento de los agaves o "magueyes” ha sido importante para
el desarrollo de las comunidades ubicadas en zonas aridas y semiaridas de México (Madrigal-

Lugo y col., 1989).

2.1.1 REPRODUCCION DE LAS AGAVACEAS

Los Agaves presentan dos tipos de reproduccion: sexual y asexual. La reproduccion sexual
se realiza por medio de la propagacion por semilla, mediante la cual se logran nuevas plantas
individuales con las caracteristicas que reflejan la contribucion genética de ambos progenitores
(Hartmann y Kester, 1980). Sin embargo, en la mayoria de las especies este tipo de
propagacion es poco eficiente debido a que ademas de producir semilla una sola vez en su ciclo
de vida, esta produccion es muy baja, con poca viabilidad y largos periodos de germinacion y
crecimiento de las plantas. Por otra parte, el ciclo de maduracién de la planta y por ende de
produccion de semillas es relativamente largo llegando a ser en algunas especies de
aproximadamente 8 afios, como es el caso del Agave sisalana (Das, 1992) y en otras especies
aun mas largos como en el Agave vicforia-reginae Moore que es de 20 a 30 afios (Rodriguez-
Garay, y col., 1996 a). La reproduccion asexual o vegetativa es aquella que no implica el
proceso sexual, tanto los rizomas como el escapo pueden llevar a cabo este tipo de
reproduccion, los individuos obtenidos de esta manera constituyen un clon, que se define como

un individuo formado por un proceso asexual, por lo tanto genéticamente idéntico al individuo



original (Novitski, 1982). Los procesos de reproduccion asexual de los agaves son fos bulbillos
y los hijuelos de rizomas. Los bulbillos son hijuclos que se producen soélo cuando aparece el
escapo y se originan en los meristemos axilares de la inflorescencia, en la base de las flores
(Binh y col., 1990). Los rizomas en cambio, crecen generalmente en un plano horizontal,
paralelo a la superficie del terreno. A diferencia de las raices, los rizomas poseen yemas en la
cara superior de donde se originan ramas, hojas y flores aéreas y en la cara inferior generan

raices adventicias (Ruiz-Oronoz y col., 1989).

2.1.2 METABOLISMO ACIDO DE LAS CRASULACEAS (MAC)

Las agavaceas presentan el Metabolismo Acido de las Crasulaceas (MAC), con este término
se describe el metabolismo vegetal que se caracteriza por la acumulacion nocturna de acidos
organicos, (Martinez-Gil, 1995). Las plantas con metabolismo MAC son suculentas y
pertenecen a las familias Cactaceae, Crassulaceae, Euphorbiaceae, Liliaceae, Agavaceae y
Airoaceae, también incluye miembros epifitos de las familias Orquidaceae y Bromeliaceae
(Pimienta-Barrios, 1990).

En este tipo de metabolismo los estomas realizan una funcién muy importante, ya que se
encargan de la fijacion del CO; manteniéndose cerrados durante el dia y abiertos durante la
noche cuando la temperatura y el déficit de presion de vapor son ordinariamente bajos, éstos se
localizan en la parte abaxial de la hoja, sin embargo un gran numero de especies presenta
estomas en ambas caras (Salisbury y Ross, 1994). La frecuencia estomatica y el area de los
poros son caracteristicas de gran valor fisiologico a través de los cuales {a planta logra la
regulacion de la fotosintesis y la transpiracion (Tallman, 1992). Existen dos factores
ambientales que influyen de manera importante en la frecuencia estomatica. estos son: la luz v
la disponibilidad del agua, encontrandose que las plantas que crecen con gran intensidad de luz
y poca disponibilidad de agua, presentan mayor frecuencia de estomas (Loera-Quezada, 1990).

siendo la parte inferior de la hoja, la que presenta mayor cantidad de estomas en casi todas las



especies (Wilson y Loomis, 1980). En la fotosintesis MAC, el CO, del aire es fijado a acido
malico por accion de la enzima fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC); el acido malico se
almacena en las vacuolas de las células de la corteza. Durante el siguiente periodo de luz, el
acido malico es liberado de la vacuola y descarboxilado en el citoplasma para liberar CO,, el
cual es finalmente refijado y reducido en los cloroplastos por medio del ciclo de Calvin para la
produccion de carbohidratos (Garcia-Sagun, 1991). Los principales carbohidratos formados en
la planta son monosacaridos: pentosas (arabinosa y ribosa), disacaridos: sacarosa (fructosa y
glucosa), trisacaridos: (rafinosa), polisacaridos: pentosas (xilano), hexosas (almidon, inulina y
celulosa) e hidratos de carbono compuestos: (pectina, gomas, mucilagos, taninos y glucosidos)
(Rojas-Garciduefias, 1984). La produccion de aziicares en una planta es el producto de la
eficiencia fotosintética que esta tiene (Cushman y Bohner, 1997) y se estima por la variacion en
la acidificacion nocturna que presenta (Gibson y Nobel, 1986). El ciclo inicia cuando la luz
solar incide sobre las hojas y excita los sistemas de pigmentos 1 (SPI) formado por clorofila “a”
y carotenoides y el sistema de pigmentos 2 (SPII) compuesto por clorofila “b” y ficobilinas. La
clorofila actia como una trampa de energia ya que captura la energia radiante del sol y la hace
disponible para la produccion de alimentos (Miller, 1998). El contenido de clorofila en una
planta se puede ver afectado al ser atacada por patégenos (Epple y col., 1997).

La ruta de las plantas CAM se divide en cuatro fases:

Fase 1: fijacion nocturna de CO,

Fase 2: descarboxilacion diurna de malato

Fase 3: incorporacion del CO; al ciclo de Calvin

Fase 4: cierre estomatico diurno (Cushman y Bohnert, 1997).




2.2 GENERO Agave
El género Agave, cuya palabra proviene del griego y significa "admirable”, es originario de
América, especificamente de México, de donde fue introducido a otros paises (Gentry, 1982).
Taxonomicamente este género se ubica dentro de las Agavaceas y es el mas importante de la

familia, debido a que posee el mayor niimero de especies.

2.2.1 TAXONOMIA

Granados-Sanchez en 1993, clasificé taxondmicamente a los agaves dentro de la division de

las angiospermas ( Figura 1).

Division ' Angiospermae .
e \
Clase . Monocotiledonea Dicotiledonca
Orden Liliales
Familia Apgavaceae
/N
Subfamilia Agavaideac  Yuccoideac
Género Agave
/ N\
Subgénero Liliacea Agave

Figura 1. Clasificacion taxonémica del Agave. tomada de Granados-Sianches (1993).



2.2.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS DEL GENERO

Plantas perennes, robustas, con el tronco reducido o nulo, hojas arrosetadas carnoso-fibrosas
con pua terminal y borde frecuentemente armado de espinas rectas o ganchudas, flores
agrupadas en una espiga o panoja, en un escapo cilindrico, largo y macizo; ocasionalmente
presentan bulbillos en la inflorescencia, fruto capsular coronado por el perigonio persistente,
con numerosas semillas planas, negras y comprimidas (Sanchez-Sanchez, 1980). Son
semélparos, es decir, que solo tienen una floracion durante su ciclo de vida, al cabo de la cual la
planta muere (Gentry, 1982).

Algunos de los atributos que posee este género para hacer frente a la falta de agua son: raices
superficiales y ramificadas, cuticula gruesa, estomas hundidos y el metabolismo acido de las

crasulaceas (Ruiz-Oronoz y col., 1983).

2.2.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La mayoria de las especies del género Agave se distribuyen en zonas semidesérticas en
regiones tropicales y subtropicales de ambos hemisferios del Continente Americano (Madrigal-
Lugo y col.,, 1989). Sin embargo, México es el pais que presenta el mayor numero de especies,
su principal centro de distribucion es la altiplanicie Mexicana especialmente en las llanuras
centrales y la subregion caliente del sur de la meseta centraf y el Norte de México (Granados-

Sanchez,1993).

2.2.4 CARACTERISTICAS BOTANICAS DE LAS CUATRO ESPECIES DE
AGAVE

Agave tequilana Weber: cortamente caulescente, de hoja azulado-verdosa o glaucas delgadas
y casi planas, de 125 cm o mas de largo por 8 ¢ 10 de ancho, provistas de una espina rojo

obscuro, de 2 cm de largo, dientes rojizos, ganchudos y triangulares, de 3 6 4 mm de largo, con



una separacion de 0.5 a | cm uno de otro, margen blanquizco, ligeramente concavo. Es
originario de Tequila, Jalisco y se le conoce como Chino Azul.

Agave parrasana Berger: hojas verdes, ligeramente glaucas, transovaladas, largamente
acuminadas, de 10 cm o mas de largo por 8 cm 6 menos de ancho, provistas de una espina
aguzada de 5 cm de largo y de dientes triangulares mas o menos encorvados,
sobreprominencias carnosas de 5 mm de largo por una separacion de 1 cm entre uno y otro. Se
localiza principalmente en la Sierra de Parras, Coahuila.

Agave vilmorinana Berger: hojas verdes glaucas o azuladas, blandamente carnosas, acuminadas
lanceoladas-lineales, sin dientes, con una espina aleonada cortamente decurrente de 3 a 4 mm
de largo, es endémico de Jalisco.

Agave victoria-reginae Moore: hojas numerosas, muy. firmes y dispuestas en un roseton, verde
obscuras, triangulares en seccion transversal de 18 ¢cm por 5 cm como promedio, terminadas en
I, 2 6 3 espinas negras de 1| ¢cm o menos de largo, decurrentes, con los bordes callosos
desprendibles, pero con una fibra corta y muy fuerte. Endémico de Durango, Coahuila y Nuevo

Leon (Conzatti, 1981).

2.2.5 USOS DEL AGAVE

Desde tiempos anteriores a la conquista y hasta nuestros dias el agave ha sido considerado
"el arbol de las maravillas” debido a los diferentes usos que se le pueden dar (Rodriguez-Garay
v col,, 1996 b). El uso que se le daba al maguey dependia de las regiones donde se localizaban
los grupos étnicos de las zonas aridas y semiaridas. cabe resaltar que de esta planta se obtenian
bebidas embriagantes, dentro de las cuales sobresale el pulque, con un importante papel social
y religioso, debido a que se creia que contenia fuerzas espirituales asociadas a una gran
cantidad de dioses como la diosa Mayahuel (Granados-Sanchez, 1993). También existen
numerosos indicios de su uso como fuente de alimentos en diversas culturas como la de los

Aztecas, Mayas, Olmecas, Tarascos y Zapotecas entre otras (Madrigal-Lugo y col.. 1989).



Practicamente todas las partes de la planta eran utilizadas, las flores se preparaban en diferentes
guisos, de las raices se elaboraban cepillos escobas y canastas tejidas, las semilias se utilizaban
para elaborar adornos corporales, sonajas y juguetes, las puas terminales de las hojas eran
usadas como instrumentos de autosacrificio y fas pencas y pifias secas se utilizaban como
abono para la tierra (Valenzuela-Zapata, 1997). En la actualidad los agaves se utilizan en la
produccion de bebidas, fibras, forrajes y con fines ornamentales (Tabla 1), entre las
propiedades no explotadas se encuentran reportes de la actividad antimicrobiana de sus
extractos y su potencial uso en la fabricacion de papel (Verastegui y col., 1996).

Tabla 1. Principales usos de diferentes especies del género Agave.

USOS DEL AGAVE ESPECIE EMPLEADA

PRODUCCION DE BEBIDAS Agave tequilana Weber

Agave salmiana Ottoex Salm-Dic

Agave americana L.

Agave karwinskii Zuce
PRODUCCION DE FIBRAS Agave fourcroydes Lem

Agave sisalana Perine

Agave lechuguilla Torrey
FUENTE DE FORRAIES Agave mapisaga Trel

Agave angustifolia Haw

Agave palmeri Engelm.

Agave potatorum Zucc
PLANTAS ORNAMENTALES Agave victoria-reginae Moore

Agave parrasana A. Berger




2.3 MICROPOPAGACION VEGETAL

A partir del descubrimiento de la totipotencia de las células vegetales para regenerar un
organismo completo, se empezaron a realizar trabajos cultivando células en medios artificiales
hasta llegar a la propagacion de plantas in vitro. De manera general, las plantas propagadas in
vilro presentan un crecimiento mas vigoroso que el de las plantas propagadas in vivo, lo cual
se debe principalmente al rejuvenecimiento de la planta y a la obtencion de plantas libres de
enfermedades. Otra ventaja es que con poco material y en menor tiempo, es posible obtener
una cantidad mayor de individuos a diferencia de la propagacion convencional (George,
1993).
Para la propagacion in vitro es necesario que las plantas sean capaces de regenerarse; la
habilidad de la regeneracion estd determinada por caracteristicas genéticas (familia, género,
especie, genotipo), condiciones ambientales (fuente de nutrimentos, reguladores de crecimiento
y condiciones fisicas) y el estado de desarrollo del material inicial, ya que las plantas jovenes

tienen una mayor capacidad de regeneracion que las plantas adultas (Pierik, 1987).

2.3.1 METODOS DE MICROPROPAGACION

En el cultivo in vitro existen tres métodos de micropropagacion que son: proliferacion de
yemas axilares, organogénesis y embriogénesis somatica. La proliferacién de yemas axilares es
el mas importante, ya que ha mostrado ser el mas aplicable y rentable (George, 1993) y tiene
una ventaja muy importante comparada con la embriogénesis somdtica y la organogénesis,
debido a que mantiene mayor fidelidad genética en los clones. (Rodriguez-Garay,
comunicacién personal). Ademds de ser un método relativamente facil y rapido, su

procedimiento es mds simple que en los otros dos métodos de micropropagacion (Pierik, 1987).
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2.3.2 ETAPAS DEL CULTIVO in vitro

El proceso de cultivo in virro de acuerdo a Murashige (1974) se divide en 5 etapas:
- Etapa 0  Preparacion y mantenimiento de la planta madre: esta etapa incluye desde la
seleccion del material parental para iniciar la micropropagacion, hasta los tratamientos
aplicados a dicho material antes de iniciar su micropropagacion.
- Etapal Establecimiento del cultivo: es la desinfeccion de los explantes y adaptacion del
material vegetativo a condiciones in vitro; asi como la regulacion hormonal en el medio de
cultivo para la especie a propagar.
- Etapa 2 Produccion de brotes: esta se da manteniendo una mayor concentracién de
citocininas respecto a las auxinas en el medio de cultivo.
- Etapa 3  Enraizamiento: en esta etapa se mantienen los explantes individualizados en un
medio de cultivo con mayor proporcién de auxinas.
- Etapa4  Adaptacion a condiciones de invernadero: es una de las etapas mas importantes,
debido a que los factores como nutricion, iluminacion, humedad relativa e interaccion con otros
microorganismos, son diferentes cuando las plantas se encuentran creciendo in vitro y en
invernadero, ya que el hecho de enfrentar un nuevo ambiente, puede ocasionar su muerte
durante esta etapa de adaptacion (Tabla 2).
Tabla 2. Principales caracteristicas distintivas de las plantas bajo condiciones de laboratorio respecto a

las mismas bajo condiciones de invernadero (Obledo-Vazquez, 1995). Cabe seiialar que los valores de
estas caracteristicas pueden variar dependiendo la especie.

CARACTERISTICAS EN LABORATORIO EN INVERNADERO
-Nutricion Mixdtrofa Autotrofa
-Iluminacién 1,500 - 3,000 luxes 8,000 luxes

-Humedad relativa 100% 70 - 90%

-Interaccién con otros
miCroorganismos Ausente Presente




Las piantas que se encuentran en condiciones de cultivo i vifro presentan generalmente
nutricion mixta, por lo que se denominan organismos mixdtrofos (Obledo-Vazquez, 1995) ya
que utilizan azicares presentes en el medio de cultivo como tuente de carbono y por lo general
presentan una minima actividad fotosintética, debido a esto, sus requerimientos de luz para
llevar acabo la fotosintesis son reducidos (George, 1993). La humedad relativa es otro factor a
considerar, pues la planta cuando se encuentra inr vifro se ha desarrollado en presencia de
humedad relativa alta, aproximadamente del 100%. Debido a esto, las hojas presentan poca
cantidad de estomas y la planta no tiene la capacidad de regular de manera adecuada la apertura
y el cierre estomatico (Cassells y col., 1980).

En el cuitivo i vitro la interaccion de las plantas con otros microorganismos es nula,
ya que se deben eliminar a los microorganismos superficiales como sistémicos que estén:’
interactuando con las plantas, debido a que el medio de cultivo contiene una gran cantidad de
nutrimentos que requieren las plantas y que son muy similares a los que requieren los
microorganismos, de tal manera que la profiferacion de éstos es muy rapida y en estas

condiciones se vuelven agresivos, causando la muerte a la planta (Jofre, 1987).

2.3.3 CULTIVO in vitro EN EL GENERO Agaye

Existen numerosos reportes del género Agave utilizando el cultivo de tejidos vegetales, la
mayoria en especies de importancia econdmica o en aquellas que se encuentran en peligro de
extincion. En la Tabla 3 se muestran las especies en las cuales se han realizado trabajos con

cultivo de tejidos, los explantes utilizados y los resultados obtenidos.



Tabla 3. Trabajos in vitro rcalizados con diversas cspecics del géncro Agave.

RESPUESTA
ESPECIE EXPLANTE MORFOGENICA REFERENCIA
Agave airizonica Gentry &
Weber Bulbillo Callo Powers v Backhaus, 1989

dgave atrovirens Karw

Agave catalana Robx
Agave fourcroydes Lem

Agave schidigera Lem

Agave sisalana Perrine

Agave spp.

Agave tequilana Weber

Agave parrasana Berger

Agave victoria-reginae Moore

;

Yemas axilares

Rizomas
Rizomas

Tallos
Rizomas
Hijuelos

Rizomas

Rizomas

. Semillas

Tallos

- Hojas

Hojas
Hojas
Rizomas

Semillas

Embriones
somaticos

Organogénesis

Organogénesis
Proliferacion de yemas
axilares y Organogénesis

Organogénesis

Organogénesis
Proliferacion de yemas
axilares

Organogénesis
Proliferacion de yemas
axilares

Organogénesis

Organogénesis
Embriogénesis somatica

Embriogénesis somdtica
Embriogénesis somatica
Proliferacién de yemas
axilares

Proliferacion de yemas
axilares

Proliferacion de yemas
axilares

Madrigal-Lugo v col.. 1989
Binh y col.,1990

Robert v col., 1987
Madrigal-Lugo v col., 1989
Binh y col., 1990

Rodriguez-Garay
1996

y col.

Binh y col., 1990
Das, 1992
Groenwuald y col., 1977

Castro-Concha y col., 1990
Santacruz-Ruvalcaba, F.
1997

Soltero y col., 1999
Portillo-Martinez L. 1997
Robert v col., 1987

Santacruz-Ruvalcaba vy col,
1999

Rodriguez-Garay y col,
1996 a.




2.4 INTERACCIONES SIMBIOTICAS
2.4.1 SIMBIOSIS ENTRE PLANTAS Y MICROOQRGANISMOS

Existen diversas interacciones bioldgicas entre las plantas y los microorganismos, que
pueden ser benéficas (simbiosis), neutras (comensalismo) o perjudiciales (parasitismo). La
especificidad de la ésociacién varia desde muy leve, como en el caso de algunas plantas
epifitas, hasta muy fuerte como en el caso de bacterias fijadoras de nitrogeno, cuya
especificidad depende de la capacidad de las proteinas de ambos miembros de la simbiosis para
reconocer los sitios de enlace en la superficie celular del otro miembro (Bidwell, 1990).
Actualmente se conoce una gran cantidad de plantas que de manera natural se encuentran
interactuando benéficamente con alguna especie de microorganismo, la simbiosis es un tipo de
interaccion donde el beneficio es mutuo aungue no siempre imprescindible. En algunas plantas
la asociacién es determinante para su buen desarrollo, tal es el caso de los pinos asociados a
algunas especies de hongos ectomocorrizicos en donde ambos organismos obtienen beneficios
nutrimentales (Orozco-Garcia, 1985).

a) Asociacion planta - bacteria: hay varias especies de la familia Rhizobiaceae que se infectan a
ciertas leguminosas a través de los pelos absorbentes de sus raices y cuando llegan a los tejidos
de la raiz, se distribuyen por todas las células a las cuales hipertrofian, asi mismo estimulan su
multiplicacion, de esta manera se forman los nédulos que pronto se llenan de gran cantidad de
bacterias, transformandose en bacteroides, que tienen la capacidad de fijar el nitrégeno libre del
aire (Jordan, 1984); las bacterias ayudan a la planta a fijar el nitrogeno atmosférico y ellas se
ven beneficiadas habitando en sitios en donde encuentran su fuente de alimento que en este
caso son compuestos flavonoides, que se localizan en las raices de las leguminosas (Kondorosi
y Kondorosi, 1986).

b} Asociacién planta - hongo: en las raices de numerosas fanerogamas se establecen hongos

filamentosos, que dan fugar a la formacion de micorrizas, €éstas pueden ser ectomicorrizas o



endomicorrizas. Se les llama endomicorrizas, cuando los filamentos del hongo liegan hasta los
tejidos internos de la planta como en las orquideas, gramineas y otras. Por el contraro en las
ectomicorrizas las hifas de los hongos solo se introducen a las células mas superficiales de las
raices como el género Pinus, Fraxinus y Quercus (Ruiz-Oronoz y col., 1983). Las micorrizas
ayudan a la planta incrementando la tolerancia a la sequia, a altas temperaturas, a la invasion de
patogenos de Ja raiz y al pH extremo ocasionado por la acumulacion de azufre y amonio (Dood,
2000). Por su parte el hongo se ve beneficiado utilizando los hidratos de carbono elaborados
por la planta (sacarosa, glucosa y fructosa) transformandolos en glucano y manitol (Orozco-
Garcia, 1991). Existen algunas referencias en donde las micorrizas incrementan la biomasa de

las plantas (Bhatia y col., 1998).

2.42 IMPORTANCIA DE LOS HONGOS

Los hongos realizan una labor de primera importancia en los ecosistemas donde viven, ya
que representan un eslabon en la cadena alimenticia, la mayoria de estos se encargan de destruir
los restos vegetales y animales que hay en el suelo, degradando la materia organica e
incorporando al medio los elementos que luego seran la base para la nutricion de las plantas,
contribuyendo al mantenimiento del delicado equilibrio del ciclo materia-energia (Diaz-
Barriga, 1992). La importancia de los hongos en la naturaleza dificilmente puede ser valorada.
Dentro de las aplicaciones y relaciones que establecen con el medio ambiente se pueden seiialar
las siguientes:

* Biodegradacion: los hongos son desintegradores de todo tipo de materia organica,
interviniendo en los ciclos de C y N, Braun y col., (1999) reportaron la biodegradacion de un

hidrocarburo aromatico por un grupo de hongos ectomicorrizicos.
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* Colonizacion: estos son los colonizadores mas eficientes, invaden destruyen y aftectan a
semillas y frutos. Por otro lado se asocian con raices de diversas plantas favoreciendo su
desarrollo (Castillo-Tovar, 1987).

* Produccion de toxinas: la mayoria de los hongos producen una gran variedad de toxinas, una
de las mas peligrosas son las aflatoxinas por su gran accion mutagénica y carcinogénica, por
ello causan severas pérdidas en la agricultura, ya que los productos contaminados no deben ser
utilizados como fuente de alimento para ningin organismo debido a su alta toxicidad
(Hernandez-QOrozco, 1995).

* Control biologico: existen numerosas especies de hongos que por su capacidad de atacar y
destruir nematodos e insectos son utilizados como control bioldgico, incluso dentro del género
Fusarium existen algunas especies que son utilizados como armas en el control biologico de
cepas patogenas de Fusarium (Herrera y Carsolio, 1997), constituyendo una altemativa'
ecologica para la agricultura.

* Patogénesis en plantas: los hongos son importantes patogenos en las plantas, atacan a
poblaciones silvestres y cultivadas, su incidencia y persistencia dificultan su control, debido a
esta capacidad son causantes de severas pérdidas economicas (Bailey-Moreno y col., 1997).
Gaston-Guzman, (1978) reportd que la mayoria de las enfermedades de las plantas de
importancia econdémica (platano, trigo, frijol, vid y maiz) son ocasionadas por hongos. Los
hongos pertenecientes al género Fusarium son considerados como importantes, por ser
altamente toxicos y causar severos dafos a la agricultura (Luna-Hernandez, 1996). Entre las
gspecies mas conocidas, se encuentran Fusarium moniliforme, F. proliferamm y F. oxysporum
(Castro-Sotelo, 1997). Incluso los hongos de este género se incluyen en el grupo de los
patogenos de la raiz (Garbaye, 1991). La especie Fusarium moniliforme es responsable de
pérdidas de hasta el 60% de la produccion en zonas sorgueras ya que provoca la pudricion del

tallo o panoja (Sierra-Olguin, 1989). Otra especie economicamente importante afectada por



esté género es el trigo, ya que [fusarium graminearum provoca la enfermedad llamada sarna
blanca o tizén de la espiga (Montoya-Heredia, 1991). Los factores ambientales tales como el
clima, suelo, humedad v tipo de cultivo son determinantes para el buen desarrollo de algunos
patégenos como Fusarium (Agrios, 1995).

* Patogénesis en animales: los hongos causan enfermedad(_as superficiales y profundas en el
reino animal y vegetal, lo que ocasiona serios dafios tanto en el sector productivo como en el
sector salud (Casas-Rincon, 1989). Existe un gran numero de especies de hongos que causan
enfermedades de la piel en el ser humano donde destacan los géneros Microsporum y
Trichophyton (Puig-Arevalos, 1983), entre otros.

* Produccion de metabolitos y derivados de importancia econdémica: los hongos presentan una
gran diversidad de usos: algunos son comestibles (Cedano-Maldonado, 1989) otros se utilizan
para la produccion de bebidas alcohdlicas y destilados obtenidos mediante su capacidad
fermentativa (Hagelsieb-Caballero, 1991). Son utilizados en procesos industriales para la
obtencion de acidos organicos, vitaminas, antibidticos, enzimas y reguladores de crecimiento

(Narvaez-Nieto, 1989).



iil. JUSTIFICACION

Uno de los problemas que se presentan en las plantas provenientes de la micropropagacion es
la ausencia de microorganismos que favorezcan el desarrolio de la planta cuando ésta se
encuentra en condiciones ex vitro. Se ha visto que en Agave victoria-reginae MSore el hongo
Fusarium oxysporum cumple esta funcion, favoreciendo el establecimiento y desarrollo de las
plantas que son llevadas de condiciones in vitro a condiciones de invernadero (Obledo-Vazquez,
1995). Una manera de determinar si la inoculacién del hongo Fusarium oxysporum favorece el
desarrollo de las plantas, es inoculindolo en Agave victoria-reginae Moore y otras especies del
geénero Agave de importancia ecologica y econdmica producidas in viro como son: A.

tequilana, A. parrasana y A. vilmoriniana.



IV. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la inoculacion de una cepa no patégena de Fusarium oxysporum aislada de
Agave victoria- reginae Moore en cuatro especies del género Agave: A. tequilana Weber, A.

parrasana Berger, A. vilmoriniana Berger y A. victoria-reginae Moore propagadas in vitro y

adaptadas a condiciones de invernadero.



V. HIPOTESIS

La inoculacion de una cepa no patogena de Fusarium oxysporum aislada de plantas sanas de
Agave victoria-reginae Moore en plantas de A. fequilana Weber, 4. parrasana Berger, A.
vilmoriniana Berger y A. victoria-reginae Moore propagadas in vitro influye de manera positiva

en su desarrollo ex vifro, lo cual se vera reflejado en parametros anatémicos y fisiologicos de las

plantas.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 PROPAGACION in vitro DE LAS PLANTAS DE AGAVE

6.1.1 PROPAGACION Y ENRAIZAMIENTO DE LAS PLANTAS DE AGAVE

La etapa experimental se Hevd a cabo en el Laboratorio de Micropropagacion y
Mejoramiento Genético Vegetal del CIATEJ. Como material vegetal se utilizaron plantas de
cuatro especies del género Agave producidas in vifro. La propagacion se inici6 a partir de brotes
mantenidos in vitro, utilizando protocolos para la proliferacion de yemas axilares de cada
especie de agave. En todos los casos se utilizé el medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con la mezcla de vitaminas L2 (Phillips y Collins, 1979} y reguladores de
crecimiento. Las concentraciones fueron diferentes para cada especie, en Agave fequilana se
utilizaron 0.025 mg/l de acido 2,4-diclorofenoxiacético y 10 mg/l de benciladenina (Robert,
M.L. y col, 1987), en Agave parrasana se utilizaron 0.01 mg A de 4cido 2,4-
diclorofenoxiacético y 10 mg/l de benciladenina (Castro-Concha y col, 1990), en Agave
vilmoriniana se utilizaron 0.0125 mg/l de acido 2,4-diclorofenoxiacético y 10 mg/l de
benciladenina (modificacion del medio de cultivo reportado por Robert, ML y col., 1987) y en
Agave victoria-reginae se utilizaron 0.3 mg/l de acido indolacético y 1 mg/l de cinetina
{modificacion del medio de cultivo reportado por Rodriguez-Garay y col., 1996 a ). Para el
enraizamiento de todas las plantas se utilizé el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962)

suplementado con vitaminas L2 (Phillips y Cotlins, 1979), sin reguladores de crecimiento.
6.1.2 CONDICIONES AMBIENTALES DE INCUBACION:

Los brotes fueron incubados durante cuatro meses a 27°C + 2, con un fotoperiodo de 16 h.

y una intensidad luminosa de 1,500 lux aproximadamente.
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6.1.3 ADAPTACION DE LAS PLANTAS AL SUELO

Las plantas se lavaron con agua corriente para eliminar los restos de medio de cultivo y sus
raices se impregnaron con enraizador comercial Radix ™ (Acido indol 1-3 butirico 1,500 ppm)
posteriormente se colocé una planta en cada maceta de 6 x 6 cm con sustrato compuesto por
turba previamente esterilizada en autoclave marca Market forge por 30 min a 121°C  durante
tres‘dias consecutivos (Obledo-Vazquez, 1995). Las macetas se colocaron en un cuarto de
adaptacion de aproximadamente 2 x 2 m en condiciones similares a las del incubador, las
macetas fueron cubiertas de manera individual con una bolsa de plastico transparente de 12 x 8
cm y fueron selladas con el fin de conservar la humedad relativa, después de una semana se le
hizo un orificio en la parte superior de la bolsa y asi sucesivamente durante cuatro semanas,
después de ese tiempo se eliminé la bolsa para completar su etapa de adaptacion, posteriormente
fueron llevadas al invernadero e inoculadas con el hongo donde permanecieron dos meses en

desarrollo, después de los cuales se evalué el efecto sobre la fisiologia y anatomia de las plantas.

6.2 AISLAMIENTO DEL HONGO Fusarium oxysporum

6.2.1 OBTENCION DE LA CEPA A PARTIR DE PLANTAS DEL INVERNADERO

Se cortaron hijuelos de plantas de Agave victoria-reginae Moore provenientes de
invernadero, los cuales fueron lavados con agua corriente, posteriormente se introdujeron
durante 10 min en una solucion con 50% de hipoclorito de sodio (v/v) y 3 gotas de humectante
“tween 20" (Polioxiethyleno-sorbitan monolaurato), luego se aplicaron tres enjuagues
consecutivos de agua destilada estéril, y por altimo los hijuelos fueron colocados en un medio de
cultivo MS con la fuente de nitrégeno modificada (Castro-Concha y col., 1990) y vitaminas L.2

(Phillips y Collins, 1979) sin reguladores de crecimiento.
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Una vez que se observo el crecimiento del hongo, se aislo en un medio de cultivo para
hongos PDA (agar papa dextrosa) utilizando la técnica de inoculacion por picadura fue incubado

a 28°C hasta que el hongo se desarrollo.

6.2.2 MEDIOS DE CULIVO Y CONDICIONES DEL CULTIVO

Se preparo 1 L de caldo de cultivo PDB (papa dextrosa sin agar) y se dividio en 10 matraces
(100 ml a cada uno), los cuales se esterilizaron en autoclave. Uno de los matraces se inoculd
tomando una muestra del micelio con asa de nicromo esterilizada y se incubo a 27°C en un
agitador orbital a 121 rpm durante 48 h. Este cultivo sirvié como preindculo, de este se tomaron
alicuotas de 10 ml para inocular cada uno de los nueve matraces restantes, los cuales se
incubaron por 24 h bajo las mismas condiciones que el preindculo. Se ﬁltréj"el contenido de
cinco de los matraces utilizando filtros de velocidad media, y se enjuagaron con solucién
fisiologica (8.5 gr de NaCl/L de agua destilada). Se aforé a 80 ml (esta fue la solucion “stock”

del hongo).

6.2.3 INOCULACION DE LAS PLANTAS

De la solucion “stock™ del hongo se tomo I ml y se aforé a 10 mi con agua destilada,

afiadiendose lentamente a cada planta en la base del tallo.

6.2.4 DETERMINACION DEL PESO FRESCO Y SECQ DEL INOCULO

Para esta determinacion se utilizo ¢l contenido de tres de los cuatro matraces restantes, para
el peso fresco se registro el peso del filtro y el peso de! filtro con el micelio, se obtuvo la

diferencia en base a los cinco matraces utilizados y se sacé la proporcion de inoculo por planta

23



(0.31 gr). Para determinar el peso seco se pusieron a desecar filtros de papel de velocidad media
en una estufa durante 24 h a 70°C se registro su peso y de la misma manera se coloco el micelio

a desecar, se saco la diferencia y se obtuvo la proporcion por planta (0.18 gr).

6.2.5 IDENTIFICACION DE L‘A ESPECIE

La cepa del hongo utilizado se identifico a nivel de género en el Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del LP.N. y a nivel de especie en el Fusarium Research Center (Pensilvania
State University) donde se determiné que pertenece al género Fusarium y a la especie

oxysporum.

6.3 EXPERIMENTOS EN INVERNADERQ

6.3.1 TRATAMIENTOS

Se utilizaron 36 plantas por especie, de las cuales 18 fueron inoculadas y 18 sirvieron como

control.

6.3.2 VARIABLES

6.3.2.1VARIABLES QUE SIRVIERON DE REFERENCIA PARA EL
ESTABLECIMIENTO DE LAS PLANTAS.

La medicion de estas variables sirvio para determinar las condiciones en que se desarrollaron
las plantas y de esta manera descartar o en su caso relacionar alguna respuesta con los factores

de temperatura, porcentaje de humedad y pH del sustrato.
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1. TEMPERATURA: esta se midid en todas las plantas de cada una de las especies
introduciendo en el sustrato un termometro a 5 cm de profundidad y 1 cm de distancia del tallo

de la planta, la medicion se realizo en cuatro horarios, a las 9:00, 12:00, 15:00 y 18:00 h.

2. PORCENTAJE DE HUMEDAD: para medir el porcentaje de humedad se emplet el
método utilizado por Torres (1988)',‘ el cual consiste en registrar el peso del sustrato de 10

plantas por especie tomadas al azar, desecarlas en una estufa durante 48 h a 80°C, sacar la

muestra y colocarla en charolas de papel previamente secadas en una estufa durante 48 ha - .~

60°C. Mantenerlas en un desecador con silica gel hasta que la tierra se enfrié para luego registrar

nuevamente el peso. La férmula para calcular el porcentaje de humedad fue la siguiente:

Porcentaje de humedad = Peso humedo — Peso seco X 100

Peso seco

6322  VARIABLES DE RESPUESTA CUANTIFICADAS EN PLANTAS
INOCULADAS Y NO INOCULADAS .

6.3.2.2.1 CRECIMIENTO DE LA RAIZ: esta medicion incluyo el tamaiio de la raiz
principal. Iniciaimente a todas las plantas se les corto la raiz con una navaja dejandolas de 1 cm

de largo a fin de ver el incremento que se tendria a los dos meses de su inoculacion.
63222 INCREMENTO DE LAS RAMIFICACIONES DE LA RAIZ: la

determinacion se llevd a cabo en cada una de las plantas dos meses después de su inoculacion,

cuantificando el nimero de raices secundarias con un minimo de cuatro ramificaciones.
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6.3.2.2.3 CRECIMIENTO VEGETATIVO: esta evaluacion se realizo en cada una de
las plantas dos meses después de su inoculacién, para lo cual se tomo en cuenta el tamaiio y el
ancho de la hoja mas larga de la planta y la cantidad de hojas por planta. El ancho de la hoja se
midio con vernier, tomando como referencia la porcion mas amplia y marcando ef sitio con tinta
indeleble, el tamaiio de la hoja también se midi6 con vernier desde la base hasta el apice de la

misma, identificandose con tinta indeleble.

6.3.2.2.4 DENSIDAD ESTOMATICA: para medir la densidad estomatica se tomaron
al azar 10 plantas por especie a cada una de las cuales se les cortaron 3 hojas. Se utilizo la parte
central cortandose en trozos de 1 cm? en el portaobjetos se puso una capa de esmalte de ufias
transparente y sobre este se pegaron los trozos de hoja. Para obtener €l montaje de estomas axial
y abaxial, se presionaron con un cubreobjetos y se dejaron secar a temperatura ambiente durante
24 h, posteriormente se despegaron los trozos de hoja y sobre la huella marcada se hizo la
cuantificacion de 10 campos por la parte axial y 10 campos por la parte abaxial, utilizando un

microscopio con objetivo de 10X, esta medicion se realizd dos meses después de su inoculacion.

6.3.2.2.5 INCREMENTO EN BIOMASA: a fin de obtener el incremento en biomasa se
tomaron dos muestras, la primera a las 5 p.m. (peso inicial) y la segunda a las 8 a.m. (peso final),
esta determinacion se llevo a cabo dos meses después de la inoculacion de las plantas, para lo
cual se obtuvieron al azar 10 hojas por especie y se cortaron 10 trozos de 1 cm? los cuales se
pesaron para registrar el peso fresco, se secaron en una estufa a 70°C durante 24 h, y se dejaron
enfnar en desecador durante 1 h a fin de registrar el peso seco. El incremento en biomasa se

calculo mediante la siguiente formula:
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— - . I
INCREMENTO EN BIOMASA = (peso inicial — peso final) / area total ~ _ g/mzs

peso seco

m’=metro cuadrado s = segundo g = gramo

6.3.2.2.6 DETERMINACION DEL pH, PORCENTAJE DE ACIDO MALICO vy
ACIDEZ NOCTURNA: el porcentaje de acido malico, pH y acidez nocturna se cuantificaron
de acuerdo a la metodologia descrita por Nobel y Hartsock, 1983. Esta evaluacion se llevo a
cabo dos meses después de la inoculacion de las plantas, determinandose al atardecer y a la
maiiana siguiente, a fin de percibir los cambios en acidez y contenidos de actdo malico. Para esta
determinacion se extrajeron 30 mg de tejido con un sacabocados de 5 mm de diametro, el cual
fue colectado de 10 plantas tomadas al azar, homogeneizandose con 2 ml de agua destilada
mezclandose con una varilla de vidrio (Lopez-Amezcua, 1991). La medicion del pH se realizo
utilizando un potenciometro. Para la determinacion de acido malico se adiciond hidroxido de
sodio 0.0IN a la muestra anterior, a fin de llevar la muestra a un pH de 7.2, la cantidad en ml de
NaOH utilizada en la muestra sirvio para calcular el % de acido malico de acuerdo a la siguiente

formula:

ml utilizados de NaOH (N de NaOH)

PORCENTAIJE DE ACIDO MALICO =
gramos de tejido

N = normalidad
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La evaluacion de la acidificacion nocturna se efectud en base a la siguiente formula:

mi utilizados de NaOH (M de NaOH)

pmoles / cm” =
area del tejido

M = molaridad

6.3.2.2.7 DETERMINACION DE CLOROFILA: Esta determinacion se realizé dos
meses después de la inoculacion de las plantas, empleandose el método de anlisis de clorofila
Castel-Franco (1977), el cual es una adaptacion del método descrito por Amon en 1949. Se
tomaron al azar 10 plantas por especie, se pesaron 2 g de tejido, a los cuales se adicionaron 8 ml
de acetona fria (80%) y se homogeneizo con una varilla de vidrio, posteriormente se centrifugd
a 10,000 rpm en una centrifuga refrigerada durante 10 min a -4°C. El sobrenadante fue
colectado en un tubo de ensaye precongelado y envuelto en papel aluminio, al precipitado se le
agregaron 8 ml de acetona fria (80%) y se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min a -4°C. El
segundé sobrenadante se combind con el anteriormente obtenido. De la mezcla de
sobrenadantes se tomaron 4 ml tomando como blanco de referencia 4 ml de acetona (80%), se
midio la absorbancia en un espectrofotémetro a 645 y 663 nm. En base a las lecturas obtenidas
en ambas longitudes de onda, fue posible estimar la concentracion tanto de clorofila total, como

«©

a” y “b”, empleando las siguientes formulas:

CLOROFILA TOTAL = 8.02 (A663nm) + 20.2 (A 645nm) = pg/ ml

i

CLOROFILA a 127 (A663am) - 2.59 (A 645nm) = pg/ ml

]

CLOROFILA b~ 229 (A645nm) - 4.68 (A 663 nm) = ug/ ml
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6.3.2.2.8 DETERMINACION DE AZUCARES DIRECTOS: se preparo el reactivo
DNS (acido dinitrosalicilico), de acuerdo al protocolo de Gail (1959). el cual consiste en
disolver 10 g de hidréxido de Sodio, 200 g de tartrato de sodio y potasio, 0.5 g de metabisulfito
de sodio y 2.0 g de fenol, en aproximadamente 600 ml de agua destilada, una vez disueltos los
anteriores se agregaron 10 g de acido 3,5 dinitrosalicilico adiciondndolo lentamente hasta lograr
su completa disolucion. Se aforé a 1 L con agua destilada. Para la determinacion de azucares
directos se sigui6 la metodologia descrita por Warwick (1982). Se prepar6 una solucion patrén
de glucosa, secandola previamente a una temperatura de 60°C durante 3 h y se mantuvo en el
desecador. Se peso 1g de glucosa anhidrida, se diluyé en 700 ml de agua destilada y se aford a
1,000 ml. Se elabord una curva de calibracion con concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3 hasta 1.0 g/L
de glucosa en agua destilada. Esta curva sirvid como referencia en la determinacion de los
azucares en la muestra. La preparacion de la muestra se realizé pesando 100 mg de hoja, los
cuales se machacaron y disolvieron con 2 ml de agua destilada. Posteriormente se adicioné en
tubos de ensayo 0.5 ml de muestra y 1.5 ml del reactivo DNS, se agitaron, se colocaron en bafio
maria durante 15 min, y se dejaron enfriar. Se adicionaron 8 ml de agua destilada y se agitaron.
Con los resultados de la curva de calibracion se realizd un analisis de regresion lineal,
obteniéndose la siguiente ecuacidn:

y=-0.015556 + 0.936x R=0.99732
La ecuacion predice las concentraciones de azicares reductores libres en una muestra, a

partir de soluciones con una concentracion conocida. Con los resultados de absorbancia

obtenidos en las muestras y la ecuacion, se calculd la concentracion de azucares directos.
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6.3.3 VERIFICACION DE LA PRESENCIA DE Fusarium oxysporum EN LAS
PLANTAS EVALUADAS: la verificacion se realizd dos meses después de haberse inoculado
las plantas con el hongo, para lo cual se tomaron muestras representativas de cada especie. La
metodologia utilizada fue la misma que se siguio para la obtencion de la cepa a partir de plantas

de invernadero.

" "6.3.4 DISENO ESTADISTICO:

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y a una diferencia de
las medias. Todas las pruebas se realizaron con un nivel de significancia del 95%. Los anilisis
que arrojaron diferencias significativas se sometieron a una prueba de rangos multiples LSD y un

resumen de estadisticos basicos (Douglas, 1991).
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VIl. RESULTADOS

7.1 PROPAGACION DE LAS PLANTAS DE AGAVE

De la propagacion se obtuvieron un total de 36 plantas por especie, de las cuales se
utilizaron 18 para la inoculacion y 18 como control. Las variables que sirvieron de referencia
para el establecimiento del cultivo, se sometieron a un analisis estadistico y no se encontr6

ningun tipo de correlacion con el desarrollo de la planta (ver anexo 1).

7.2 CRECIMIENTO DE LA RAIZ

En la Tabla 4 se muestra la diferencia de medias entre las plantas inoculadas y las no
inoculadas (control). En tres de las cuatro especies estudiadas se encontro incremento
estadisticamente significativo en el crecimiento de la raiz de las plantas inoculadas respecto a
las no inoculadas. La especie que no mostré incremento significativo fue A. fequilana (Tabla
4), Agave parrasana duplicé el tamafio de raiz al inocularse con el hongo, mientras que A.
victoria-reginae, lo triplicd. La especie que tuvo mayor respuesta a la inoculacion del hongo

en lo que respecta a esta variable fue Agave vilmorinana la cual incrementé aproximadamente

10 veces la longitud de su raiz (Tabla 4). RIBLIOTE

Tabla 4. Efecto de la inoculacion de Fusarium oxysporum sobre el crecimiento de la raiz principal en las cuatro
especies de Agave a los dos meses de su inoculacién.

Especie Valores promedio de la raiz Valores promedio de la raiz
principal en plantas no inoculadas principal en plantas inoculadas
(cm) (cm)
Agave tequilana 0.10° 0.08
Agave parrasana 0.15° 0.37°
Agave vilmoriniana 0.02° 0.18°
Agave victoria-reginae 0.08° 0.26*

nota: letras tguales corresponden al mismo grupo estadistico determinado por intervalos de minimasigniticancia
al 93%. Los datos del analisis de vananza se encuentran en el anexo 2 Tablas 1-4.
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7.3 INCREMENTO DE LAS RAMIFICACIONES DE LA RAIZ
Al igual que en el parametro de longitud de la raiz, la especie A. vilmorinana fue en
la que se indujo mayor respuesta con la inoculacién del hongo, ya que duplicé el mimero

de ramificaciones de la raiz (Tabla 5, Figuras 2, 3, 4 y 5).

Tabla 5. Efecto de la inoculacién de Fusarium oxysporum sobre el nimero de ramificaciones de la raiz en las
cuatro especies de Agave a los dos meses de su inoculacion.

Especie Valores promedio de las Valores promedio de las
ramificaciones de la raiz en plantas ramificaciones de la raiz en plantas
no inoculadas inoculadas
Agave tequilana 5 8
" Agave parrasana 4 7
Agave vilmoriniana 4 8
Agave victoria-reginae 48 6"

nota: letras iguales corresponden al mismo grupo estadistico determinado por intervalos de minima significancia
al 95%. Los datos del andlisis de varianza se encuentran en el anexo 2 Tablas 5-8.

Fig. 2 Efecto de la inoculacién de Fusarium Fig. 3 Efecto de la inoculacién de Fusarium
oxysporum sobre el nimero de oxysporum sobre el nimero de
ramificaciones de la raiz en 4. tequilana. ramificaciones de la raiz en 4. parrasana.
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Fig. 4 Efecto de la inoculacién de Fusarium Fig. 5 Efecto de la inoculacién de Fusarium
oxysporum sobre el nimero de oxysporum sobre el nimero de
ramificaciones de la raiz en 4. vilmoriniana. ramificaciones de la raiz en A. victoria-reginae.

7.4 CRECIMIENTO VEGETATIVO

Al igual que en los dos parametros anteriores, tres de las cuatro especies respondieron a
la inoculacién del hongo en esta variable compuesta por nimero de hojas, longitud axial y
longitud apical. 4. tequilana no incrementé su crecimiento vegetativo de manera
estadisticamente significativa al ser inoculada con F. oxysporum (Tabla 6).

A. vilmorinana mostré diferencia significativa en uno de los parametros evaluados en
esta variable compuesta. Este pardmetro fue la longitud apical donde se enconiré un
incremento mayor al 500% en las plantas inoculadas (Tabla 8).

Agave victoria-reginae mostrd diferencia estadisticamente signiﬁcati\}a en otro de los
tres parametros evaluados. En las plantas inoculadas la longitud axial se incrementé al
doble respecto a las plantas no inoculadas (Tabla 9).

La especie que mostré mayor efecto con la-inoculacion del hongo en esta variable
compuesta fue A. parrasana la cual mostr6 diferencia estadisticamente significativa en los
tres parémetroé que conforman la variable. El niimero de hojas y la longitud apical se
incrementaron a mas del doble y la longitud axial mostré un incremento mayor al 60%

(Tabla 7).



Tabla 6. Efecto de la inoculacién de Fusarium oxysporum cn ¢t crecimicnto vegelativo (fongitud axial, apical v
nimero de hojas) de Agave fequilana a los dos mescs de su inoculacion.

Parimetro Valores promedio del crecimiento  Valores promedio del crecimicnto
vegetative en plantas no vegetativo en plantas
inoculadas inoculadas
namero de hojas 0.77 0.72*
longitud axial (cm) 577 " 6.05°
longitud apical (cm) 1.30° 1.03°

nota:letras iguales corresponden al mismo grupo estadistico determinado por intervalos de minima significancia
al 95%. Los datos del analisis de varianza se encuentran en el anexo 2, Tablas 9,13y 17.

Tabla 7. Efecto de la inoculacion de Fusarium oxysporum en la longitud axial, apical y nimero de hojas de
Agave parrasana a los dos meses de su inoculacion.

Parimetro Valores promedio del crecimiento  Valores promedio del crecimiento
vegetativo en plantas no vegetativo en plantas
inoculadas inoculadas
nimero de hojas 0.76" 1.84°
longitud axial (cm) 2.76° 4474
longitud apical (cm) 0.31° 0.72f

nota: letras iguales corresponden al mismo grupo estadistico determinado por intervalos de minimasignificancia
al 95%. Los datos del analisis de varianza se encuentran en el anexo 2, Tablas 10,14 y 18.

Tabla 8. Efecto de la inoculacion de Fusarium oxysporum en la longitud axial, apical y namero
de hojas de Agave vilmoriniana a los dos meses de su inoculacion.

Parimetro Valores promedio del crecimiento  Valores promedio del crecimiento
vegetativo en plantas no vegetativo en plantas
inoculadas inoculadas
numero de hojas 0.88° 1.26°
longitud axial (cm) 4.82° 5.68°
longitud apical (cm) 0.29° 1.40¢

nota: letras iguales corresponden al mismo grupo estadistico deteminado por intervalos de minima significancia
al 95%. 1os datos del andlisis de varianza se encuentran en el anexo 2, Tablas 11,15 v 19.
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Tabla 9. Efecto de la inaculacion de #Fusarinm oxvsporum cn la longitud axial, apical y nimero de hojas de
Agave victoria-reginae a los dos meses de su inoculacion.

Parimetro Valores promedio del crecimiento  Valores promedio del erccimicnto
vegetativo cn plantas no vegetativo en plantas
inoculadas inoculadas
_ namcro de hojas 0.61" 077
longitud axial (cm)’ 0.83° 1.88°
longitud apical (cm) 0.49° 0.48

nota: letras iguales corresponden af mismo grupo estadistico determinado por intervalos de minima significancia
al 95%. Los datos del anatisis de varianza se encuentran en el anexo 2, Tablas 12,16y 20.

7.5 DENSIDAD ESTOMATICA

Esta variable compuesta, formada con el conteo del numero de estomas de la parte axial y
de la parte abaxial, tuvo una fuerte influencia con la inocutacion del hongo. Respecto a la parte "
axial, tres especies mostraron incremento estadisticamente significativo en el nimero de
estomas, estas fueron A. tequilana, parrasana y victoria-reginae. Agave parrasana presento el
mayor incremento al duplicar el niimero de estomas respecto a las plantas no inoculadas (Tabla
10). Respecio a la parte abaxial, todas las plantas inoculadas presentaron un incremento

estadisticamente significativo en el nimero de estomas respecto a sus controles (ver Tabla 11).

7.6 INCREMENTO EN BIOMASA

Las diferencias del incremento en Biomasa en las plantas inoculadas y las no inoculadas se
muestran en la Tabla 12 en donde se observa que las plantas inoculadas presentaron un mayor
incremento respecto a las no inoculadas con el hongo. De las cuatro especies estudiadas Agave

parrasana presentd el mayor incremento al duplicar su incremento en biomasa (ver Figura 6).
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Tabla 10. Efccto dc 1a inoculacién de Fusarium oxysporum sobre ¢l incremento del niimcro de estonas de la parte

axial a los dos meses de su inoculacion.

Especic Valores promedio del namero de Valores promedio del namero de
estomas en plantas no inoculadas estomas en plantas inoculadas
Agave tequilana 9 : 15"
Agave parrasana 6° 13¢
Agave vilmoriniana 8 9°
Agave victoria-reginae 4 6t

nota: letras iguales corresponden al mismo grupo estadistico determinado por intervalos de minima significancia
al 95%. Los datos del andlisis de varianza se encuentran en el anexo 2, Tablas 21, 23, 25y 27

Tabla 11. Efecto de la inoculacién de Fusarium oxysporun: sobre ¢l incremento del nimero de estomas de la
parte abaxial a los dos meses de su inoculacién.

Especie Valores promedio del namero de Valores promedio del nimero de
estomas en plantas no inoculadas estomas en plantas inoculadas
Agave tequilana 15° 19°
Agave parrasana 10° 14
Agave vilmoriniana 14° 19f
Agave victoria-reginae 98 1

nota: letras iguales corresponden al mismo grupo estadistico determinado por intervalos de minima significancia
al 95%. Los datos del andlisis de varianza se encuentran en el anexo 2, Tablas 22, 24, 26 y 28

Tabla 12. Efecto de la inoculacién de Fusarium oxysporum sobre el incremento de la biomasa en las cuatro
especies de Agave estudiadas a los dos meses de su inoculacion.

Especie Valor numérico de Ia biomasa en Valor numérice de Ia biomasa en
plantas ne inoculadas plantas inoculadas
(g/m’s) (g/m’s)
Agave tequilana 2.7x10% 42x10°¢
Agave parrasana 1.8 x 10°¢ 3.7x10%
Agave vilmoriniana 2.4 x10° 3.6x10°
Agave victoria-reginae 22x10% 34x10°
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BIOMASA (2/m’s)

A.tequilana  A. parrasana  A. vilmoriniana A. victoria-reginae

EEEEEE N 111

No inoculadas Inoculadas

Figura 6. Relacion del incremento en biomasa entre plantas inoculadas y no inoculadas
en cuatro especies del género Agave.

7.7 DETERMINACION DEL pH, PORCENTAJE DE ACIDO MALICO Y ACIDEZ
NOCTURNA

La diferencia entre el pH diurno y nocturno, 4cido malico y acidificacion nocturna entre las
plantas inoculadas y no tnoculadas, fue muy marcada. Agave tequilana fue la especie que
presento las diferencias mas marcadas. En el pH la diferencia entre el valor diurno y nocturno
fue seis veces mayor en las plantas inoculadas respecto a las no inoculadas (Tabla 13 y Figura
7). El incremento entre elvalor diurno y nocturno de acido malico fue de un orden de magnitud
mayor en todas las especies evaluadas al comparar las plantas inoculadas respecto a las no
inoculadas (Tabla 14). En el caso de 4. tequifana se encontrd un incremento 16 veces mayor en
las plantas inoculadas al compararlas con las no inoculadas (Figura 8). Respecto al incremento

en la acidez nocturna 3 de las 4 especies presentaron incrementos de un orden de magnitud en



las plantas inoculadas, Estas especies fueron 4. requilana, A. parrasana 'y A. victorfa-regivae
(Tabla 15). Cabe destacar que A. tequilana mostré un incremento de la acidez nocturna siete
veces mayor en las plantas inoculadas respecto a las no inoculadas (Figura 9).

Tabla 13. Efecto de la inoculacién de Fusarium oxysporum sobre el incremento del pH en las cuatro especics de
agave estudiadas a los dos meses de su inoculacién

Especie Valor numérico del pH en plantas  Valor numérico del pH en plantas
no inoculadas inoculadas
Agave lequilana 0.26 16l
Agave parrasana 0.08 0.85
Agave vilmoriniana 0.51 0.79
Agave viclorin-r.eginae 0.59 0.76

pH

A. tequilana A. parrasana  A. vilmoriniana A, victoria-reginae

FEEEEEE N 1]

No inoculadas lnoculadas

Figura 7. Relacion del incremento del pH entre plantas inoculadas v no inoculadas
en cuatro cspecies del género Agave.
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Tabla 13, Efccto de la inoculacion de Fusarium oxysporum sobre el incremento del 4cido malico en las cuatro
cespecics estudiadas a los dos meses de su inoculacién,

Especic Valor numérico del Acido Milicoen Valor numérico del Acido Mdlico en
plaatas no inoculadas plantas inoculadas
(%) (%)
Agave tequilana 0.04 0.66
Agave parrasana 0.02 0.19
Agave vilmoriniana 0.04 0.14
Agave victoria-reginae 0.09 0.20

%

ACIDO MALICO

A. tequilana A. parrasana A. vilmoriniana 4. victoria-reginae

EEEEEEE O 1111

No inoculadas Inoculadas

Figura 8. Relacién del incremento en el porcentaje de 4cido malico entrc plantas
inoculadas v no inoculadas ¢n cuatro cspecies del género Agave.
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cuatro especies de agave estudiadas a los dos meses de su inoculacion

Tabla 15. Efecto de la inoculacion de Fusarium oxvsporum sobre ¢l incremento de la acidez nocturna en las
Especie Valor numérico de la Acidez Valor numérico de la Acidez
Nocturna en plantas no inoculadas Nocturna en plantas inoculadas
( pmoles /em?) ( wmoles /em?)
Agave tequilana 2.71 . 2050
Agave parrasana 3.02 © 1511
Agave vilmoriniana 2.34 6.53
Agave victoria-reginae 5.62 15.03
25+
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ACIDEZ NOCTURNA (M moles/cm?)

A .tequilana A. parrasana  A. vilmoriniana A. victoria-reginae

FEEEEE O 1111

No inoculadas Inoculadas

Figura 9. Relacion del incremento de la acidez nocturna entre plantas
inoculadas y no inoculadas en cuatro especies del género 4gave.

7.8 DETERMINACION DE CLOROFILA
En las Tablas 16 a la 18 y las Figuras 10, 11, y 12, se muestra de forma comparativa, el

contenido de clorofila total, clorofila “a” y clorofila “b” en las plantas de Agave inoculadas con
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el hongo vy las no inoculadas, los resultados muestran que, las plantas de Agave parrasana, A.
vilmoriniana y A. victoria-reginae inoculadas presentaron un incremento en el contenido de

clorofila total. clorofila “a” v clorofila “b". respecto a las no inoculadas.

Tabla 16, Efecto de la inoculacion de Jusariwm oxvsporum sobre ¢l incremento de clorofila total en las cuatro
especics de Agave estudiadas a los dos meses de su inoculacion.

Especic Valor numérico de Clorofila total Valor numérico de Clorofila total
cn plantas no inoculadas cn plantas inoculadas
(ng/mi) (ng/ml)
Agave tequilana 28.72 25.56
Agave parrasana 21.85 23.88
Agave vilmoriniana 1261 13.54
Agave vicloria-reginac 15.89 18.08
30+
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Figura 10 Relacion del incremento de clorofila total entre plantas inoculadas
» no moculadas cn cuatro especics del género Agave.
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Tabli 17 Efecto de la inoculacion de Fusarium oxvsporum sobre cl incremento de clorofila “a” cn las cuatro
cspecies de agave estudiadas a los dos meses de su inoculacion.

Especie Valor numérico de Clorofila “a” en  Valor numérico de Clorofila “a”
plantas no inoculadas cn plantas inoculadas
(ng/mi) (rg/m))
Agave tequilana 19.62 17.01
Axave parrasana 15.10 16.04
Agave vilmorimana 8.80 9.20
Agave victoria-reginae 11.37 12.28
20

187
161
147
121
10-

e

CLOROFILA “a* (ug/ml)

A. tequilana 4. parrasana A. vilmoriniana A. victoria -reginae

EEEERER I 111

No inoculadas  Inoculadas

Figura I1. Relacién del incremento de clorofila “a” entre plantas inoculadas v
no inoculadas en cuatro cspecies del género Agave.
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Tabla 18. Efecto de Yo inoculacion de Fusarmom oxvsporum  sobre ¢l mcremento de clorofifa “b” cn las cuatro
especies de Agave estudiadis a los dos meses de su inoculacion.

Especice Valor numérico de Clorofila *b” ¢en Valor sumérico de Clorofila “b™
plantas no inoculadas en plantas inoculadas
(u/mil) (ng/mi)
Agave tequilana 9.18 3.063
Agave parrasana 6.81 7.91
Agave vilmoriniana 3.84 4.37
Agave victoria-reginae +4.56 585
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Figura 12. Relacion del incremento de clorofila “b” cnire plantas
inoculadas ¥ no inoculadas en cuatro cspecics del género Agave.
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7.9 DETERMINACION DE AZUCARES DIRECTOS

En las cuatro especies de plantas inoculadas se incremento la cantidad de aziicares respecto
a las plantas no inoculadas, siendo los especies parrasana y victoria-reginae las que
presentaron los mayores incrementos (ver Tabla 19, Figura 13).

Tabla 19. Efecto de la inoculacion de Fusarium oxysporum sobre ¢l incremento de azicares directos en las cuatro
cspecics de agave cstudiadas a tos dos meses de su inoculacion

Especic Valor numérico de Azacares Valor numérico de Azdcares
Directos ¢n plantas no inoculadas Dircctos en plantas inoculadas
(mg/gr) (mg/gr)
Agave tequilana 1.79 2.78
Agave parrasana 2.05 5.14
Agave vilmorimana 516 7.15
Agave victorta-reginae 1.80 4.91
8 ~

AZUCARES DIRECTOS (mg/gr)

A. tequilana A. parrasana A. vilmoriniana 4. victoria-reginae

EEEEEER I 11

No inoculadas  Inoculadas

Figura 13. Relacion del contenido de azicarcs entre plantas inoculadas y no
inoculadas en cuatro especics del género Agave.
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En la Tabla 20 se resumen los parametros evaluados, ast como los el efecto de la

noculacion del hongo Fusarium oxysporum en las cuatro especies de Agave

Tabla 20. Parametros cvaluados cn las cuatro especies de Agave.

Paridmctros evalu;

ilan A. parrrasana__A. vilmoriniana _A. victaria-reginae

Crecimiento dc la raiz
Ramificaciones de la raiz
Crecimiento vegetativo:
-namero de hojas
-longitud axial

-longitud apical

Densidad estomatica axial
Densidad estomatica abaxial
Biomasa

pH

Acido malico

Acidez nocturna

Clorofila iotal

Clorofila “a*

Clorofila “b*

Azucares directos

+
+
+

+ 4

B E IS
B T S ST S S U
I A

Nota: signo (+) indica incremento ¢n ¢l parametro cvaluado y el signo (=) indica que no hubo incremento en el

parametro evaluado.

Se verifico la presencia del hongo Fusarium oxysporum interactuando con la parte
radicular de las plantas inoculadas, manifestandose por el crecimiento micelial que se presento

en las cuatro especies.
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Viil. DISCUSION

Aln cuando sc igualaron las condiciones de humedad, temperatura y tamafio de la raiz de las
cuatro especies de agave estudiadas, se encontraron diferencias en los parametros evaluados en
plantas provenientes de cultivo én vitro inoculadas con la cepa de /usarium oxysporum, estas
diferencias favorecieron el desarrollo ¢x vitro de las plantas. Esto esta en concordancia con el
efecto que otros hongos, especificamente los formadores de micorrizas, han mostrado sobre la
aclimatacion y el establecimiento de plantas micropropagadas (Monticelli y col., 2000;
Zahran,1999). Sin embargo es un conocimiento novedoso el hecho de que este hongo, que no es
considerado un hongo micorrizico (Highet y Nair., 1995), influya benéficamente sobre cuatro
especies de agave. A pesar de que Fusarium oxysporum es principalmente conocido como un
hongo fitopatogeno también existen reportes del uso benéfico de cepas no patogenas de esta
especie como protectoras contra cepas patogenas (Herrera-Estrella y Carsolio, 1997) por lo
tanto no es el primer reporte de los beneficios que puede obtener la agricultura por medio del

empleo de [usarium oxysporum.

Respuesta de las diferentes especies de agave a la inoculacién del hongo

Se presentaron marcadas diferencias en la respuesta de las diferentes especies de agave a la
inoculacion del hongo. Esto puede deberse a caracteristicas intrinsecas de las especies y también
a las diferencias en el manejo genético de las mismas. Cabe destacar que de entre las cuatro
especies de Agave estudiadas solo Agave tequilana Weber variedad azul proviene de una
seleccién genética y de cultivo intensivo con empleo de pesticidas y es precisamente esta especie
la que tiene menor respuesta a la inoculacion del hongo. El fitomejoramiento tiene como
objetivo principal aumentar el rendimiento y eventualmente la obtencion de materiales resistentes
a enfermedades. Poca atencion se ha dado a las consecuencias que este tipo de seleccion
ocasiona sobre los organismos simbioticos. Nutman (1984) considera que el mejoramiento como
se ha llevado a cabo hasta el presente. reduce significativamente la capacidad simbidtica de las
leguminosas para asociarse con Rhizobium. Obledo (1994) en trabajos realizados con hongos

endomicortizicos inoculados a variedades de maiz con diferentes grados de mejoramiento
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genético, encontrod que variedades con alto grado de mancjo genético mosiraron una menor
capacidad de respuesta a la inoculacion y variedades con menor grado de manejo genético
mostraron mayor capacidad de respuesta {Obledo, 1994).

En las cuatro especies se logro recuperar el hongo a partir de tejidos vegetales. Sin embargo,
la eficiencia de la tnoculacion, determinada por la cantidad de hongo por gramo de tejido
vegetal, no se evaluo. Por lo tanto y considerando la diferencia en la respuesta entre las especies
de agave cabe la posibilidad de que existan diferencias en la eficiencia de la asociacion. Esta
incognita puede considerarse como un punto a investigar sobre este tipo de asociaciones planta-

microorganismo

Otro aspecto que merece la pena destacar es el hecho de haber encontrado que ain cuando el
hongo fue aislado de Agave victoria-reginae, la especie Agave parrasana fue la que mejor
respondi6 a la inoculacién. Esto indica que la asociacion no es altamente especifica y que puede
inducirse de manera artiﬁcial a especies que de manera natural no la presentan.

Los resultados encontrados en esta investigacion respecto al nimero de variables que se
vieron favorecidas con la inoculacion del hongo en cada una de las especies estudiadas (Tabla
20) muestran claramente que existe una interaccion especie de agave-F. oxysporum y sobre esa
base puede considerarse que la asociacion Agave parrasana-Fusarium oysporum es altamente
eficiente, las asociaciones Agave-vicloria-reginae-F. oxysporum y Agave vilmoriniana-F.
oxysporum son moderadamente eficientes y la asociacion Agave requilana Weber Variedad
Azul- I, oxysporum es poco eficiente.

Las diferencias encontradas como consecuencia de la inoculacion del hongo no son
atribuibles a las condiciones ambientales de humedad y temperatura. Esto puede aseverarse al
analizar en el Anexo | que no se encontro correlacion entre las diferencias encontradas vy las
condiciones de humedad y temperatura del sustrato, en ninguna de las especies de agave
estudiadas. Es importante seiialar esto debido a que existen reportes que atribuyen a condiciones

ambientales una gran cantidad de variables en las plantas (Sinnott y Wilson, 1993).

El tamaiio de la raiz fue mayvor en las plantas de tres de las cuatro especies de agave

estudiadas y el nimero de las ramificaciones fue mayor en las plantas de las cuatro especies
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estudiadas (Tabla 5). Debido a que antes de la inoculacion se cortd la raiz de las plantas a un
tamaiio uniforme, podria argumentarse que la estimulacion de ias raices fue una respuesta de las
plantas al corte de la raiz principal (Fuster v Galindez, 1985), sin embargo, las plantas no
inoculadas no mostraron el mismo desarrollo de las ramificaciones de la raiz que las plantas
inoculadas, por lo tanto las diferencias son atribuibles a la inoculacion del hongo. Esto esta en
concordancia con lo reportado por Smith y Read en 1997 quienes mencionan que los hongos
son los principales microorganismos que estimulan la produccion de raices adventicias y con lo
reportado por Estrada y col. en 2000 quienes encontraron incremento en el peso seco de las
raices de plantas propagadas /n vitro e inoculadas con hongos micorrizicos en la etapa de

aclimatacion.

Incremento vegetativo.

El incremento en el crecimiento vegetativo observado en A. parrasana A. vilmoriniana y A.
victoria-reginae es atribuible a la inoculacién con el hongo. Debido a que se ha sefialado que el
desarrollo morfologico de una planta esta determinado por el genotipo y las condiciones
ecologicas en las que se desarrolla (Fuller-Harry y col., 1984) y que el crecimiento vegetativo
esta relacionado con la edad de la planta (Robles-Murguia, 1994), podria argumentarse que las
diferencias encontradas en este trabajo son respuesta a estas variables. Sin embargo, estas
variaciones se presentan en las poblaciones silvestres. En el presente trabajo se utilizaron plantas
obtenidas por medio de cultivo de tejidos in virro lo cual ayudd a disminuir las variaciones
atribuibles a otras fuentes y a su vez permitio observar con mayor claridad el efecto del hongo.

Efectos similares respecto al incremento vegetativo han sido encontrados al inocular hongos

micorrizicos durante la aclimatacion de plantas micropropagadas (Estrada y col. en 2000).

Densidad estomiitica

La mayor densidad estomatica encontrada en la parte abaxial (epidermis inferior de las hojas)
de las cuatro especies de agave estudiadas concuerda con la reportado por Wilson y Lomis en
1972, quienes mencionan que la mayoria de las especies presentan mayor nimero de estomas en

la parte abaxial.
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La frecuencia estomatica puede estar determinada por la intensidad juminosa y la
disponibilidad de agua (Loera-Quezada en 1990). En este experimento tanto la intensidad
luminosa como la disponibilidad de agua fueron factores homogéneos en plantas inoculadas y no
inoculadas. Por esta razon no se considera que las diferencias encontradas respondan a estos
factores, més bien se considera una respuesta a la inoculacion de} hongo debido a la diferencia
estadistica encontrada y apoyado con el reporte de respuestas similares encontradas al inocular

hongos micorrizicos a plantas provenientes de cultivo in vitro (Estrada y col., 2000).

Incremento en biomasa
El incremento en biomasa que mostraron las plantas inoculadas se ha reportado también con
la inoculacion de hongos micorrizicos (Bhatia, 1998) Esto la hacen facilitando a las plantas la

obtencién de nutrientes (Liittge, 1997).

Acidificacién nocturna.

Los resultados encontrados respecto a la mayor acidificacion nocturna, las diferencias entre el
pH diurno y nocturno y el mayor porcentaje de acido malico en las plantas de las cuatro especies
inoculadas respecto a las no inoculadas, es un resultado compuesto que evidencia la mayor

eficiencia fotosintética (Sutton y col., 1981).de las plantas inoculadas con Fusarium oxysporum.

Contenido de clorofila.

El incremento en el contenido de clorofila total y clorofila a y b de tres de las cuatro especies
de agave evaluadas es otro indicio de su incremento en actividad fotosintética al ser inoculadas
con el hongo F. oxysporum. Trabajos realizados con Ziziphus mauritiana Lam., (Mathur, 2000)
han mostrado Ia influencia de la inoculacion de seis especies de micorrizas en el contenido de
clorofila, entre otras variables fisiologicas Los trabajos de Gaur y Adholeya (1999) evaluaron el
efecto de la inoculacion de un hongo micorrizico en la aclimatacion de plantas micropropagadas
de Simgonium podophyllum v Draceana sp., encontrando un efecto favorable en su adaptacion
con tazas de supervivencia del 100% v un incremento en la acumulacion de clorofila.

Por otro lado, la disminucion en el contenido de clorofila de las plantas de Agave tequilana

Weber variedad Azul inoculadas. puede relacionarse con las restantes variables de respuesta en
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las cuales no se observo el beneficio de la inoculacion ¢ inferir que esta especie no tiene la misma
capacidad de asociacion con el hongo que las restantes especies ¢ incluso que el hongo induce
un ligero efecto patogeno. Esta ultima inferencia puede hacerse debido a que la clorofila es el
primer compuesto cuya cantidad disminuye, cuando la planta es atacada por patogenos (Gange

and Ayres, 1999),

Contenido de aziicares.

El incremento de azicares reductores es el reflejo de una mayor eficiencia fotosintética de la
planta (Cushman y Bohner, 1997). Este incremento en la sintesis de azicares puede ser inducida
en ambientes con altas concentraciones de CO; y con la inoculacion con hongos micorrizicos
(Loewe y col. 2000) En el trabajo realizado las plantas se desarrollaron bajo condiciones de
invernadero y no fueron expuestas a concentraciones de CO; que no fueran del ambiente del
. invernadero por lo que el incremento en los azicares en las plantas se atribuye a la inoculacion
. del hongo Fusarinm oxysporum el cual se comporta como un hongo benéfico para la planta con

resultados similares a los que se obtienen al inocular hongos micorrizicos.
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[X. CONCLUSIONES

. La asociacion que se establece entre la cepa de /usarium oxysporum y las cuatro especies de

Agave evaluadas es benéfica en términos generales.

. La asociacién simbiotica que se establece de manera natural entre el Agave victoria-reginae y
Fusarium oxysporum, no es altamente especifica, ya que la inoculacion artificial de Fusarium

oxysporum a otras especies de Agave evidenciaron efectos benéficos.

. Las especies de Agave estudiadas responden de manera diferente a la inoculacion de la cepa
de Fusarium oxysporum, encontrandose que la especie Agave parrasana fue la que manifesto

mayor respuesta favorable.

La cepa de Fusarium oxysporum aislada de Agave victoria-reginae incrementa la eficiencia
fotosintética en esta especie y en otras especies del género Agave, como A. tequilana, A.
parrasana y A. vilmoriniana, reflejada en una mayor produccion de biomasa y de azucares

producidos por la planta.

. Los factores ambientales en los que se desarrollaron las plantas fueron homogéneos, por lo

tanto, no tuvieron influencia en las diferencias encontradas entre las plantas inoculadas y las

no inoculadas.
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ANEXO 1

Las siguientes tablas corresponden a los andlisis de correlacion que se
establecieron entre las condiciones para el establecimiento del cultivo y el

desarrollo de la planta.

Cocficiente de correlacion del crecimiento axial con la temperatura cn plantas de Agave tequilana Weber,

no Inoculadas

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal: Y =a + b¥*X

Variable dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: temperatura

Estandar T
Parametro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 22.1148 34,7298 0.636767 0.5445
Pendiente -0.537037 1.66947 -0.321681 0.7571
Analisis de varianza
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados libertad medio significancia
Modelo 0.311481 1 0.311481 0.10 0.7571
Residual 21.0707 7 3.01011
Total (Corr.) 21.3822 8

Coeficiente de correlacién = -0.120695
R- cuadrada = 1.45673 percent
Error Estandar of Est. = 1.73497



Cocficiente de correlacion del crecimiento axial con la temperatura en plantas de -lgave parrasana Berger,

no Inoculadas

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable dependiente: crecimiento axial

Variable indcpendiente: 1emperatura

Estandar T
Parimetro Estimacién Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 11.049 21.9876 0.500506 0.6321
Pendiente -0.183636 1.07329 -0.171096 0.8690
Analisis de varianza
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacién cuadrados libertad medio significancia
Modelo 0.10304 1 0.10304 0.03 0.8690
Residual 24.6392 7 3.51988
Total (Corr.) 24.7422 8

Coeficiente de correlacion = -0.0645334

R- cuadrada = 0.416456 percent
Error Estandar of Est. = 1.87614

Coeficiente de correlacion del crecimiento axial con la temperatura en plantas de 4gave vilmoriniana

Berger, no Inoculadas

Analisis de Regresion - Modelo Lineal: Y =a + b*X

Variable dependiente: crecimiento axial

Variable independiente: temperatura

Estandar T
Parametro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto -5.57392 7.64601 -0.728998 0.4897
Pendiente -0.582418 0.39200 1.48573 0.1809




Anilisis de varianza

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados fibertad medio significancia
Modclo 1.22191 I 1.22191 2.21 (.1809
Restdual 3.87489 7 0.553555
Total (Corr.) 5.0968 8

Cocficicnte de correlacion = 0.489634
R- cuadrada = 23.9741 percent
Error Estandar of Est. = 0.744013

Cocficiente de correlacion del crecimiento axial con la temperatura en plantas de Agave victoria-reginae
Moore, no Inoculadas

Analisis de Regresion - Modelo Lineal: Y =a + b*X

Variable dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: temperatura

Estandar T
Parametro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto -13.4485 9.08577 -1.48017 0.1824
Pendiente 0.933116 0.47698 1.95629 0.0913
Andlisis dc varianza
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacién cuadrados libertad medio significancia
Modelo 1.18609 1 1.18609 3.83 0.0913
Residual 2.16946 0.309923
Total (Corr.) 3.3555 8

Coceficiente de correlacion = 0.594535
R- cuadrada = 35.3472 percent
Error Estandar of Est. = 0.556707



Caocflicicnie de corrclacion del crecimicnio axial con la femiperatura en plantas de -gave tequitana Weber.

Inoculadas

Andlisis dc Regresion - Modelo Lincal: Y =a +b*X

Variable dependiente: creciiento axial
Variable independiente: temperatura

Estandar T
Parimetro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto -27.1337 34,7459 -0,780919 0.4604
Pendiente 1.71272 1.57023 1.09074 0.3115
Andlisis de varianza

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de

variacién cuadrados libertad medio significancia
Modelo 6.55783 { 6.55783 1.19 0.3115
Residuat 38.5844 7 5.51206

Total (Corr.) 45.1422 8

Coeficiente de correlacion = 0.381144
R- cuadrada = 14.527 percent
Error Estandar of Est. = 2.34778

Coeficiente de correlacion del crecimiento axial con la temperatura en plantas de Agave parrasana Berger,

Inoculadas

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal: Y =a +b*X

Variable dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: temperatura

Estandar T
Parimetro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 12.1729 11.7775 1.03357 0.3357
Pendicnte -0.230499 0.55942 -0.412026 0.6926




Andlisis de varianza

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados libertad medio significancia
Modclo 0.168008 1 0.168008 0.17 0.6926
Residual 6.92755 7 0.98965
Total (Corr.) 7.09556 8

Cocficicnte de correlacion = 0.153876
R- cuadrada = 2.36779 percent
Error Estandar of Est. = 0.994811

Cocficicnte de correlacién del crecimiento axial con la temperatura en plantas de Agave vilmoriniana
Berger, Inoculadas

Analisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable dependicnte: crecimiento axial
Variable independicnte: 1emperatura

Estandar T
Paridmetro Estimacioén Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 4.74253 0.0539755 0.9585
0.255981
Pendiente 0.376571 0.246707 1.52639 0.1707
Analisis dc varianza
Fucnte de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados libertad medio significancia
Modclo 223139 1 2.23139 2.33 0.1707
Residual 6.70416 0.957738
Total (Corr.) 8.93356 8

Cocficiente de correlacion = 0.499721
R- cuadrada = 24.9721 percent
Error Estandar of Est. = 0.978641



Cocficicnte de correlacion del crecimicnto axial con la temperatura en plantas de A gave victoria-reginae
Moorc. Inoculadas

Analisis dc Regresion - Modclo Lineal: Y = a + b*X

Variablc dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: temnperatura

Estandar T
Parametro Estimacidén Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 2.48175 14.5594 0.170457 0.8695
Pendiente 0.113095 0.7135 0.1585 0.8785

Analisis de varianza

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacién cuadrados libertad medio significancia
Modelo 0.0214881 1 0.0214881 0.03 0.8785
Residual 5.9874 7 0.855343
Total (Corr.) 6.00889 8

Coeficiente de correlacion = 0.0598001
R- cuadrada = 0.357605 percent
Error Estandar of Est. = 0.924848

Coeficiente de correlacion del crecimiento axial con el porcentaje de humedad en plantas de Agave
tequilana Weber, No Inoculadas

Analisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: porcentaje de humedad

Estandar T
Parametro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intcrcepto 15.8456 8.05563 1.96702 0.0899

Pendiente -0.021132 0.034647 -0.609931 0.5612




Anahsis de varianza

Fucnte de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados fihertad medio significancia
Modelo 1.07902 1 1.07902 0.37 0.5612
Residual 20,3032 7 2.90046
Total (Corr.) 21.3822 8

Coeficicnte de correlacion = -0.22464
R- cuadrada = 5.04633 percent
Error Estandar of Est. = 1.70307

Cocficicnte de correlacion del crecimiento axial con ¢l porcentaje de humedad en plantas de Agave
parrasana Berger, No Inoculadas

Andlisis de Regresion - Modelo Lincal: Y = a + b*X

Variable dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: porcentaje de humedad

Estandar T
Parametro Estimacién Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 13.6579 4.62675 2.95193 0.0213*
Pendiente -0.027097 0.019408 -1.39621 0.2053
Analisis de varianza
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados libertad medio significancia
Modelo 5.38948 1 5.38948 195 0.2053
Residual 19.3527 7 2.76468
Total (Corr.) 247422

Cocficiente de correlacion = -0.466717
R- cuadrada = 21.7825 percent
Error Estandar of Est. = 1.66273



Cocficientc de correlacion del crecimicnto axial con el porcentaje de humedad en plantas de Agave
vilmoriniana Berger, No Inoculadas

Anilisis dc Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: porcentaje de humedad

Estandar T :
Pardmetro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
[ntercepto 9.28081 3.45226 2.68833 0.0312
Pendicnte -0.0147812 0.014480 -1.02073 0.3414
Analisis de varianza
Fucnte de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivelde
variacién cuadrados libertad medio significancia
Modclo 0.614109 1 0.614109 1.04 0.3414
Residual 4.12589 7 0.589413
Total (Corr.) 4.74 8

Coeficiente de correlacion = -0.359943
R- cuadrada = 12.9559 percent
Error Estandar of Est. = 0.767732

Coeficiente de correlacion del crecimiento axial con el porcentaje de humedad en plantas de Agave
victoria-reginae Moore, No Inoculadas

Analisis de Regresion - Modelo Lineal: Y =a + b*X

Variable dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: porcentaje de humedad

Estandar T
Parametro Estimacién Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 3.93938 2.95727 1.3321 0.2246
Pendiente 0.001591 0.012253 0.129852 0.9003




Anilisis de varanza

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados libertad medio significancia
Modclo 0.00806330 | 0.0080633 0.02 0.9003
Residual 334749 7 0.478213
Total (Corr.) 335550 8

Cocficicnte de correlacion = 0.0490203
R- cuadrada = 0.240299 pereent
Error Estandar of Est. = 0.69153

Cocficientc de correlacion del crecimicnto axial con el porcentaje de huinedad en plantas de Agave
tequilana Weber, Inoculadas

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable dependicntc: crecimiento axial
Variable independicnte: porcentaje de humedad

Estandar T
Parametro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto -2.10019 6.96271 -0.301634 Q.77\7
Pendicnte 0.0509969 0.02748 1.85559 0.1059
Analisis dc varianza
Fuentc de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados libertad medio significancia
Modclo 14.8837 I 14.8837 344 0.1059
Residual 30.2585 7 432264
Total (Corr.) 45,1422 8

Coeficicnte dc corretacion = 00.574201
R- cuadrada = 32.9707 pereent
Error Estandar of Est. = 2.0791



Cocficiente de correlacion del crecimiento axial con cl porcentaje de humedad cn plantas de Agave
parrasana Berger, Inoculadas

Anilisis de Regresion - Modelo Lineal: Y =a + b*X

Variable dependicnte: crecimicnto axial
Variable independicnte: porcentaje de humnedad

Estandar T
Parimetro Estimacién Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 10.3597 2.85133 3.63328 0.0084
Pendiente 0012314 0.011491 -1.07168 0.3194
Anilisis dec varianza
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacién cuadrados libertad medio significancia
Modclo 1.00009 1 1.00009 1.15 0.3194 |
Residual 6.09547 7 0.870781
Total (Corr.) 7.09556 8

Coeficiente de correlacion =-0.375427
R- cuadrada = 14.0945 percent
Error Estandar of Est. = 0.933157

Coeficiente de correlacion del crecimiento axial con el porcentaje de humedad en plantas de Agave
vilmoriniana Berger, Inoculadas

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a +b*X

Varable dependiente: crecimiento axial
Variable independicnte: porcentaje de humedad

Estandar T
Parimetro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto 361412 3.33855 1.08254
0.3149
Pendicnte 0.0164465 0.01413 1.1635 0.2827




Andlisis de varanza

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacion cuadrados fibertad medio significancia
Modclo 1.44803 1 1.44803 1.35 0.2827
Residual 7.48753 7 1.06965
Total (Corr.) 8.93556 8

Cocficiente de correlacion = 0.402557
R- cuadrada = 16.2052 percent
Error Estandar of Est. = 1.03424

Cocficiente de correlacion del crecimiento axial con ¢l porcentaje de humedad en plantas de Agave
vicloria-reginae Moore, Inoculadas

Andlisis de Regresion - Modelo Lincal: Y =a + b*X

Variable dependiente: crecimiento axial
Variable independiente: porcentaje de humedad

Estandar T
Pariametro Estimacion Error Estadistico Nivel de
significancia
Intercepto -0.139222 3.29027 -0.0423131 0.9674
Pendiente 0.0223508 0.014872 1.50279 0.1766
Analisis de varianza
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculada Nivel de
variacién cuadrados tibertad medio significancia
Modelo 1.46574 1 1.46574 0.649021 0.1766
Residual 4.54315 7 0.649021
Total (Corr.) 6.00889 8

Coeficiente de correlacion = 0.493892
R- cuadrada = 24.3929 percent
Error Estandar of Est. = 0.805618



ANEXO 2

Las siguientes tablas corresponden a los andlisis de varianza de las
variables determinadas en el experimento.

Tabla 1. Analisis dc varianza en el crecimiento de 1a raiz en Agave tequilana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacién cuadrados libertad significancia

EFECTOS PRINCIPALES

Entre grupos 0.0025 1 0.6781
Dentro de los grupos 0.485 34
Totdl 0.4875 35

Tabla 2. Andlisis de varianza cn ¢l crecimiento de la raiz en Agave parrasana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 0.45829 1 0.0055%*
Dentro de los grupos 1.77393 34
Total 2.23222 35

Prueba de rangos multiples LSD en Ia variable del crecimiento de 1a raiz en el Agave parrasana.
METODO LSD (95.0)

Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 18 0.152941 X
2 18 0.378947 X
Contraste Diferencias +- Limites

1-2 *-.226006 0.154973




Tabla 3. Andlisis de varianza cn ¢l crecimicnto de 1a raiz en Agave vilmoriniana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 0.214998 1 0.0055%+
Dentro de los grupos 0.500557 34
Total 0.715556 35

Prueba de rangos multiples LSD en la variable del crecimiento de la raiz en el Agave vilmoriniana..

METODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Mecdia Grupos homogéncos
1 18 0.0294118 X
2 18 0.184211 X
Contraste Diferencias +- Limites
12 *- 154799 -, 0.0823217

Tabla 4. Andlisis de varianza en el crecimiento de la raiz en Agave victoria-reginae.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 0.284444 1 0.0071*+
Dentro de los grupos 0.17778 34
Total 1.46222 33

Prueba de rangos multiples LSD en la variable del crecimiento de la raiz en el Agave vicloria-reginae.

METGDO LSD (95.0)
Tipo Cantidad . Media Grupos homogéncos
1 18 0.0888889 X
2 18 0.266667 X
Contraste Diferencias +/- Limiics
1-2 *. 177778

0.12608




Tabla 5. Andlisis de varianza cn ¢l incremento det niimero de ramificaciones de la raiz del Agave tequilana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia

EFECTOS PRINCIPALES

Entre grupos 90.25 i 0.000]**
Dentro dc los grupos 166.722 34
Total 256972 35

Prueba dc rangos multiples LSD en la variable del incremento del niimcro de ramificacioncs de la raiz
en cl Agave tequilana.

METODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Mcdia Grupos homogéneos
1 18 5.38889 X
2 18 8.555556 X
Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 *..3.16667 1.50007

Tabla 6. Analisis de varianza en el incremento del nimero de ramificaciones de la raiz del Agave parrasana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia

EFECTOS PRINCIPALES

Entrc grupos 71.0596 1 0.0051**
Dentro dc los grupos 269.69 34
Total - 340.75 35

Prucba dec rangos nuiltiples LSD en la variable del incremento del ninmnero de ramificacioncs dc la raiz
en cl gave parrasana.

METODO LSD (95.0)

Tipo Cantidad Media Grupos homogéncos
1 I8 4.76471 X
2 18 7.57895 X
Contraste Diferencias +/- Limites

1-2 *2.81424 1.91082




Tabla 7. Analisis dc varianza cn ¢l incremento del niimcero de ramificacioncs de la raiz del Agave vilmoriniana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 142.668 1 0.0000**
Dentro dc los grupos 81.542 34
Total 224.222 35

Prueba de rangos maltiples LSD en la variable del incremento del nimero de ramificaciones de la raiz

en el Agave vilmoriniana.
METODOQ LSD (95.0)

Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 18 4.11765 X
2 18 8.10526 ' X
Contraste Diferencias +/- Limites |
1-2 *.3.98762 1.056;8

Tabla 8. Analisis de varianza en el incremento del nimero de ramificacidnes de la raiz del Agave victoria-reginae

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 34.0278 1 0.0059*+*
Dentro de los grupos 134.278 34
Total 168.306 35

Prueba de rangos maltiples LSD en la variable del incremento del namero de ramificaciones de la raiz

en el Agave vicioria-reginae.

METODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 18 4.16667 X
2 18 6.1t X
Contrastc Diferencias +/- Limitcs
1-2 * 194444 1.34623




Tabla 9. Andlisis dc varianza cn el incremento de la longitud axial del Agave tequilana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacién cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 0.694444 1 0.6602
Dentro de los grupos 120.056 34
Total 120.075 35

Tabla 10. Analisis de varianza en el incremento de fa longitud axial del Agave parrasana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 26.2043 1 0.0012**
Dentro de los grupos 71.7957 34
Total 98.00 35

Prueba de rangos miltiples LSD en la variable del incremento de la longitud axial en el Agave parrasana.
METODO LSD (95.0)

Tipo Cantidad Mecdia Grupos homogéneos
1 18 2.76471 X
2 18 1.47368 X
Contraste Diferencias +/- Limites

1-2 *-1.70898 0.985908




Tabla 11. Andlisis de varianza en ¢l incremento de 1a longitud axiat del -Agave vilmoriniana,

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacién cuadrados libertad significancia

EFECTOS PRINCIPALES

Entre grupos 6.64637 ! 0.1800
Dentro de los grupos 120.576 34
Total 127.222 35

Tabla 12. Analisis de varianza en el incremento de la longitud axial del Agave vicioria-reginae.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacién cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 10.0278 1 0.0004**
Dentro de los grupos 22.2778 34
Total 32.3056 35

Prueba de rangos multiples LSD en la variable del incremento de la longitud axial en el Agave victoria-reginae.
METODO LSD (95.0)

Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 18 0.833333 X
2 18 1.88889 X
Contraste Diferencias +- Limites

I-2 *-1.05536 0.548343




Tabla 13. Andlisis de varianza cn cl incremento del niimero de hojas del AAgave requilana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia

EFECTOS PRINCIPALES

Entre grupos 0.0277778 1 0.8016
Dentro de los grupos 14.7222 34
Totdl 14.75 35

Tabla 14. Analisis de varianza en el incremento del nimero de hojas del Agave parrasana

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 10.4149 1 0.8016
Dentro de los grupos 27.5851 34
Total 38.0 35

Prueba de rangos multiples LSD en la variable del incremento del niimero de hojas en el Agave parrasana.
METODO LSD (95.0)

Tipo Cantidad Media Grupos homogéncos
! - 18 0.764706 X
2 18 1.84211 X
Contraste Diferencias +- Limites

1-2 *1.0774 0611118




Tabla 15. Andlisis dc varianza en cl incremento del nimero de hojas del Jgave vilmoriniana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacién cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos : 1.30108 1 0.1786
Dentro de los grupos 23.4489 34
Total 24.75 35

Tabla 16. Andlisis de varianza en ¢l incremento del nimero de hojas del Agave victoria-reginae

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 0.25 1 0.5326
Dentro de los grupos 21.3889 34
Total 21.6389 35

Tabla 17. Andlisis de varianza en ¢l incremento de la longitud apical del Agave tequilana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 0.81 1 04134
Dentro de los grupos 40.16 34

Total 40.97 35




Tabla 18. Anilisis_de varianza cn ¢l incremento de la longitud apical del -dgave parrasana

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia

EFECTOS PRINCIPALES

Entrc grupos 1.4601 1 0.0443*
Dentro de los grupos 11.3763 34
Total 12.8364 35

Prueba de rangos multiples LSD en la variable del incremento de la longitud apical en el Agave parrasana.
METODOQ LSD (95.0)

Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 18 0.317647 X
2 18 0.721053 X
Contraste Diferencias +- Limites
1-2 *.. 403406 0.0392453

Tabla 19. Analisis de varianza en el incremento de la longitud apical del Agave vilmoriniana

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacién cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 10.9728 1 0.0002%*
Dentro de los grupos 21.0494 34
Total 32.0222 35

Prueba de rangos multiples LSD en la variable del incremento de 1a longitud apical en el dgave vilmoriniana.
METODO LSD (95.0)

Tipo Cantidad Media Grupos homogénecos
1 18 0.294118 X
2 18 1.4 X
Contraste Diferencias +/- Limites

1-2 *.1.10588 0.533835




Tabla 20. Andlisis _de varianza cn ¢l incremento dc fa longitud apical del .igave victoria-reginae.

Fucnte de Suma de Grados de Nivel de
variacién cuadrados libertad significancia

EFECTOS PRINCIPALES

Entre grupos 0.000277778 1 0.9742
Dentro de los grupos 8.86722 - 34
Total 8.8675 35

Tabla 21. Andlisis de varianza en el incremento del niimero de estomas de la parte axial del Agave tequilana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variaci6n cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 162.43 1 0.0002**
Dentro de los grupos 128.5 18
Total 290.95 19

Prueba de rangos miiltiples LSD en la variable del incremento del nimero de estomas de la parte axial
del Agave tequilana.

METOQODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 10 144 X
2 10 8.7 X
Contraste Diferencias +- Limites

1-2 *5.7 2.51039




Tabla 22. Anilisis de varianza cn ¢l incremento del nimero de estomas de la parte abaxial del
Agave tequilana.
Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia

EFECTOS PRINCIPALES

Entre grupos 11045 | 0.0077**
Dentro de los grupos 2213 18
Total 33175 19

Prueba de rangos maltiples LSD en la variable del incremento del nitmero de estomas de 1a parte abaxial
del Agave tequilana.

METODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 10 15.4 X
2 10 20.1 X
Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 *47 3.29443

Tabla 23. Anilisis de varianza en el incremento del nimero de estomas de la parte axial del

Agave parrasana..
Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 120.05 I 0.0000**
Dentro de los grupos 28.09 18

Total 148.95 19




Prucba de rangos maltiples LSD cn {a variable del incremento del niimero de cstomas de la parte axial
del Agave parrasana.
METODO LSD (95.0)

Tipo Cantidad Media Grupos homogéncos
1 10 10.9 X
2 10 6.0 X
Contraste Diferencias - +/- Limites
1-2 *4.9 .. 1.19053

Tabla 24. Analisis de varianza en el incremento del nimero de estomas de la parte abaxial del

Agave parrasana..
Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variaci6n cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 54.45 1 0.0002**
Dentro de los grupos 44.5 18
Totdl 98.95 19

Prueba de rangos miltiples LSD en la variable del incremento del nimero de estomas de la parte abaxial
del Agave parrasana.

METODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 10 13.1 X
2 10 9.3 X
Contraste Diferencias +/- Limites

1-2 *33 1.4773




Tabla 25. Andlisis dc varianza cn el incremento del nimero de estomas de fa parte axial del
Agave vilmoriniana.

Fuente dc Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 6.05 ! 0.2169
Dentro de los grupos 606.5 18
Total 72.55 19

Tabla 26. Andlisis de varianza en el incremento del niiinero de estomas de la parte abaxial del
Agave vilmoriniana.

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
|
Entre grupos 125.0 1 0.0109* |
Dentro de los grupos 279.2 18

Total 404.2 19

Prueba de rangos miltiples LSD en la variable del incremento del niimero de estomas d¢ la parte abaxial
del Agave vilmoriniana.

METODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 10 18.8 X
2 10 13.8° X
Contraste Diferencias +/- Limites

1-2 *5.0 3.70039




Tabla 27. Andlisis de varianza en el incremento del nauucro de cstomas de la partc axial
del Agave victoria-reginage..

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacion cuadrados fibertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 11.25 1 0.0247*
Dentra de los grupos 33.7 18
Total 4495 19

Prueba de rangos miiltiples LSD en la variable del incremento del niimero de estomas de la parte axial
del Agave victoria-reginae.

METODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 10 4.2 X
10 57 X
Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 *1.5 1.2856

Tabla 28. Andlisis de varianza en ¢l incremento del nimero de estomas de la parte abaxial
Del Agave victoria-reginae..

Fuente de Suma de Grados de Nivel de
variacién cuadrados libertad significancia
EFECTOS PRINCIPALES
Entre grupos 45.0 1 0.0002%*
Dentro de los grupos 38.2 18

Total - 83.2 19




Prueba dc rangos maltiples LSD en la variable del incremento del nimero de estomas de la parie abaxial

del Agave victoria-reginae.

METODO LSD (95.0)
Tipo Cantidad Media Grupos homogéneos
1 10 8.7 X
2 10 1.7 X
Contraste - Diferencias +/- Litmites
1-2 *3.0 1.36874




