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I. INTRODUCCION

El agave (Agave tequilana Weber) es utilizado como materia prima para
la industria del tequila, se consumen cerca de 800,000 ton al afio, siendo una
fuente de ingresos para 11,000 productores. En los ultimos anos la superficie
del cultivo ha aumentado considerablemente al pasar de 25,189 ha en 1990 a
66,283 ha en 1995, y para 1998 solo en el estado de Jalisco habia 62,000 ha.

Una adecuada fertilizacion del agave tequilero con potasio y calcio,
proporciona altos rendimientos, plantas mas sanas y pifias o cabezas con alto
contenido de azucares. Por otro lado la nutricidon balanceada con sodio en
especies del desierto se relacionan con una buena productividad. En algunas

especies el sodio puede reemplazar en cierto porcentaje al potasio.

Por otra parte la aplicacion de inductores de resistencia constituye una
alternativa para el manejo de enfermedades. Dichos inductores pueden ser
compuestos de bajo peso molecular como el acido salicilico y el acido benzaico,
0 bien compuestos de alto peso molecular como los oligdmeros de quitina, el

quitosan o los oligosacaridos derivados de la pared celular vegetal.

En diferentes trabajos se ha senalado que la aplicacion exdgena de
salicilatos y oligdbmeros de quitina o quitosan permite aumentar las lecturas de
transcriptos de los genes relacionados con la patogénesis, disminuyendo la
susceptibilidad al dafio del patdégeno presente. Asi mismo en la mayoria de ellos

no se reporta el efecto sobre la morfogénesis y productividad de la planta.

El agave tequilero presenta una enorme problematica sanitaria ya que es

atacado por una gran cantidad de plagas y enfermedades, ademas de esto



existe una demanda insatisfecha y a diferencia de otros cultivos requiere de 6 a

8 afos para su maduracion.

Debido a que existe poca informacion acerca de la modificacién en la
fertilizacion de Agave tequilana y del control de enfermedades mediante la
aplicacidn externa de inductores de resistencia, se pretende implementar una
tecnologia muy econémica para el mejor manejo de la nutricion y la fitosanidad,

con impacto en la productividad y en el tiempo de cosecha de la planta.

Objetivos
Determinar el efecto de la relacibn Na / K sobre la acumulacion de
carbohidratos, el crecimiento y la productividad de las plantas de Agave

tequilana.

Determinar el efecto de los inductores de resistencia sobre la
acumulacién de carbohidratos, el crecimiento y la productividad de las plantas

de Agave tequilana.

Hipotesis
Al elevar el cociente Na / K se modificara el contenido de carbohidratos y

por lo tanto el crecimiento de la planta Agave tequilana.

La aplicacién foliar de inductores de resistencia aumenta el crecimiento y

productividad de Agave tequilana.



Il. REVISION DE LITERATURA

Origen

El agave tequilero (Agave tequilana Weber) tiene su centro de origen en
México, debido a que en esta region se encuentra la mayor variabilidad y
numero de especies (SEPSA, 1999). El género Agave fue el principal elemento
en la dieta de los primeros mexicanos, desde el afo 7,000 a. de C hasta el aho
1,500 a. de C, ademas de alimento los agaves les proporcionaban fibras,

bebida, abrigo y productos miscelaneos naturales (ITESM, 2000).

Clasificacion Botanica

El agave tequilero pertenece al Reino Plantae, Division Angiospermae,
Clase Monocotiledoneae, Orden Liliales, Familia Agavaceae, Subfamilia
Agavoideae, Género Agave, Subgénero Euagave, Seccién Rigidae, Especie
tequilana Weber (Granados, 1993)

Caracteristicas morfolégicas

El Agave tequilana Weber Azul es una planta suculenta de dimensiones
cercanas a 1.5 metros de alto por 1.5 metros de diametro. Sus necesidades de
agua son moderadas una vez que esta establecida en el campo, requiere de
exposicién plena al sol. Su reproduccién es por rizomas a partir del cuarto afio y
en su madurez emite un largo meristemo apical en forma de espiga, que al
florear y producir semillas, la planta muere (CRIT, 1997). Presenta hojas color
azul- verdoso o glaucas, delgadas y casi planas, de 1.25 mde largoy 8 a 10 cm
de ancho; la espina terminal es de color rojo oscuro, de 2 cm; los dientes son
rojizos triangulares, de 3 a 4 mm y separados a una distancia de 1 a 1.5 cm, el

margen que los une es ligeramente blanquecino. El tiempo que tarda en llegar



al estado de madurez industrial es aproximadamente de 6 a 8 afios (Granados,
1993). Las flores son blanco amarillento, en forma de panicula piramidal que
aparecen en la extremidad del quiote. El fruto es una capsula triangular con

numerosas semillas (CRIT, 1997).

Manejo de la Fertilizacion

El agave es un cultivo capaz de adaptarse a suelos delgados poco
profundos, pedregosos e inapropiados para otros cultivos; sin embargo no por
ello se debe creer que es una planta con bajo requerimiento de nutrientes. En
suelos con alto contenido calcareo y provistos con buen contenido de
nutrientes, se alcanza alta calidad y rendimiento. Suelos arenosos muy pobres,
pueden proporcionar rendimientos remunerativos solo si se fertilizan con
potasio y cal. La extraccion total de nutrientes estimada que realiza la planta
durante su periodo de aprovechamientos de 6 afios y para una poblacion de
3200 plantas / ha es de: 284 kg de N, 108 kg de P»0s5, 614 kg de K;0, 84 kg de
Mg y 780 kg de Ca. La elevada extracciéon de calcio implica el porque esta
planta rinde bien en suelos especialmente calizos y con pH de suelo entre 7.0 a
8.0. Una deficiencia de calcio puede causar sintomas posiblemente de virus
(moteado de hoja), asi mismo la pudricion del tallo esta asociado con la mala
nutricion en base a calcio. La adecuada fertilizacion potasica constituye una
buena alternativa para lograr plantas mas sanas, pifias o cabezas con mayor

contenido de azucares y menor dureza de sus fibras (Chirinos, 2000).

Laboratorios A-L (2000), basandose en numerosos analisis foliares
efectuados en Agave, han establecido los rangos normales que debe presentar
la planta cuando se encuentra bien nutrida y con un perfil éptimo de
rendimiento. El nivel de nutrientes adecuado para un Agave de 5 a 6 afios de
edad es de: 1.50-3.50 % de N; 0.10-0.20 % de P; 1.80-3.00 % de K; 3.0-4.0 %
de Ca; 0.50-1.0 % de Mg; 0.10-0.25 % de S; 50-200 ppm de Fe; 30-100 ppm de
Mn; 8-20 ppm de Cu; 15-50 ppm de Zn y de 20-80 ppm de B.



Investigacion Fitosanitaria

En 1997 di6 inicio el “programa general de apoyo y desarrollo tecnologico
a la cadena productiva Agave tequilana”, con la firma del convenio entre
CONACYT, Gobierno del Estado de Jalisco y el Consejo Regulador del Tequila
(CRT), y la participacién de siete instituciones de investigacién: U. de G,
CIATEJ, CIO, CIMAT, UNAM; CINVESTAV-IP, CP; con tres lineas de

investigacion: fitopatologia, ecofisiologia y mejoramiento genético.

Investigadores de la U. de G., y del CP reportaron como agente causal
de la pudricién del tallo a los hongos Fusarium oxysporum y Thieliaviopsis
paradoxa, y de la pudriciéon del cogollo a las bacterias Erwinia carotovora y

Pseudomonas sp.

El CUCBA de la U. de G. evalu6é en campo diferentes moléculas para el
problema de pudricion del cogollo, encontré buenos resultados al aplicar sulfato
de cobre pentahidratado. Asimismo el CRT, el CIATEJ, BASF y BUCMAN
LABORATORIES realizaron un trabajo de laboratorio para corroborar la

presencia de E. Carotovora y F. oxysporum en hijuelos asintomaticos de Agave.

En cuanto a mejoramiento genético el CIATEJ cuenta con grandes
cantidades de embriones producto de mutagénesis, los cuales resistieron las
presiones de toxinas de algunos patdégenos, ademas desarrollé investigaciones
y técnicas dirigidas a la propagacion “in vitro” para obtener gran cantidad de

plantas de agave resistentes o tolerantes a patdgenos (Aguirre, 2000).



Importancia del sodio

El sodio no es un elemento esencial, pero se puede considerar como un
micronutriente ya que existen evidencias de que el sodio es necesario para
numerosas especies del desierto, como Afriplex vesicaria (Salisbury and Ross,
1994).

Salisbury and Ross (1994), mencionaron que el sodio es necesario para
el funcionamiento de la parte del ciclo C4 en que se transporta CO; a las células
de la vaina del haz para ser reducido a carbohidratos, sobre esta base podria
decirse que el sodio es esencial para las especies C4 en especial cuando
crecen en concentraciones de CO; relativamente bajas que existen en el aire
normal. Pero si no se aplica sodio a las plantas en atmdsferas con
concentraciones altas de CO,, no se observa ninguna deficiencia, o si se aplica
sodio en atmdsferas con concentraciones altas de CO,, las plantas muestran
poca o ninguna respuesta dado que el CO, penetra por difusién en las células

de la vaina del haz, evitando asi la ruta C,.

Satti et al. (1996), mencionan que en bajas cantidades el sodio estimula
el crecimiento y desarrollo de las plantas, valores muy altos se relacionan

negativamente con la productividad y la calidad.

Importancia del potasio

Se considera un elemento esencial para las plantas, ya que tiene una
influencia directa sobre el metabolismo de estas, de manera que su presencia
resulta determinante para continuar el ciclo biolégico, y no puede ser

reemplazado por otro en su accién (Pérez et al., 1994).

El potasio es vital para la fotosintesis. Cuando existe deficiencia de K, la
fotosintesis se reduce y la respiracion de la planta se incrementa. Estas dos

condiciones (reduccién en la fotosintesis e incremento en la respiracion) estan



presentes cuando existe deficiencia de K, reduciendo la acumulacion de
carbohidratos, con consecuencias adversas en el crecimiento y produccion de
la planta ( AGROPECT star, 2002).

El K es un activador de las enzimas que son necesarias para sintetizar
almidon y proteinas. También contribuye de manera importante al potencial
osmotica de las células y, por consiguiente a su presion de turgencia. (Salisbury
and Ross, 1994).

El potasio es el principal responsable del transporte de los azucares que
el Agave tequilana Weber elabora en sus pencas y que son movilizados a la

pifia para ser almacenados (Cruz, 2002).

Ademas el K es importante en la descomposicion de carbohidratos, un
proceso que provee de energia a la planta para su crecimiento, ayuda a
controlar el balance i6nico, es importante en la translocacion de metales
pesados como el hierro (Fe), ayuda a la planta a resistir los ataques de plagas y
enfermedades, mejora la resistencia de la planta a las sequias y heladas, esta
involucrado en la activacion de mas de 60 sistemas enzimaticos que regulan las

principales reacciones metabdlicas de la planta (AGROPECT star, 2002).

Azucares solubles y almidones

Nobel (1998), menciona que los azucares se distribuyen como sacarosa
por el floema, de las hojas hacia la raiz en las plantas de agave y cactus y estos
son utilizados por la mitocondria para producir ATP por via de la respiracion en
los cloroplastos de las células del clorénquima durante la fotosintesis o bien se
pueden convertir en compuestos que llegan a ser parte del peso seco de la

planta.

El almiddn es el principal carbohidrato de reserva en la mayoria de las

plantas. En las hojas el almidén se acumula en los cloroplastos, donde es un



producto directo de la fotosintesis. En los 6rganos de reserva se acumula en los
amiloplastos, en los cuales se forma después de la translocacién de sacarosa u
otro carbohidrato proveniente de las hojas. En especies perennes, se acumula
almidén durante los meses de invierno y se utiliza en la estacion siguiente para

reiniciar su crecimiento (Salisbury and Ross, 1994).

Christopher et al. (1996), evaluaron los carbohidratos almacenados
durante la desacidificacion en presencia de luz de 11 especies CAM,
encontraron que la especie de Agave guadalajarana no almacena almidon,

glucosa, fructosa y sacarosa.

Raveh et al. (1998), encontraron la primera evidencia de que los agaves
presentan la enzima malica y usan sacarosa como fuente de carbono para la

acumulacioén nocturna acida.

Quitosan

Caracteristicas generales

El quitosan (1- 4)-2amino-2-desoxi-D-glucopiranosa es un polisacarido de
cadena lineal y se obtiene mediante desacetilacion extensiva de la quitina, un
homopolimero presente en los caparazones de crustaceos, moluscos, en las
cuticulas de los insectos y como constituyente de las paredes celulares de
muchos hongos (Muzzarelli, 1977). Es un polimero catidnico de alto peso
molecular, soluble en acidos organicos (Miranda et al., 2002) biocompatible,
biodegradable, de baja toxicidad (Cardenas et al., 2002) y puede utilizarse
como agente antifungico o bien como inductor de respuesta de defensa de las

plantas (Shigemasa, 1995).



Propiedades del quitosan

El quitosan es soluble en disoluciones de acidos organicos, insoluble en
solventes organicos, es soluble en soluciones de acido clorhidrico y nitrico en
concentraciones entre 0.15 a 1.1%, pero insoluble a concentraciones del 10%.
Es insoluble en acido sulfurico y ligeramente soluble en acido ortofosférico al
0.5%. El mejor solvente para el quitosan es el acido férmico, en el que se

obtienen soluciones en concentraciones de 0.2 al 100% (Shirai et al., 1996).

Los grupos amino libres del quitosan le confieren propiedades
importantes como polielectrolito lineal con alta densidad de carga (la carga
positiva interactua fuertemente con la carga negativa para dar un compuesto
neutro), es un excelente floculante, se adhiere a superficies cargadas
negativamente, aditivo para el cabello y la piel, quelante de iones metalicos
(fierro, cobre), de metales toéxicos (cadmio, mercurio, plomo, cromo y niquel) y

de radionuclidos (plutonio, uranio) (Sandford, 1988)

Usos en la agricultura

Cardenas et al. (2002), utilizaron quitosan para el encapsulamiento de
pesticidas, lograron obtener biocidas con 1-2% de ingrediente activo en las
microesferas, con esto eliminaron el uso de grandes cantidades de pesticidas,

el efecto de la dilucion por lluvia y riego contaminado de capas subterraneas.

Karasuda et al. (2002), asperjaron quitina sobre un cultivo de fresa,
observando una semana después de la aplicacion que se logré controlar el

mildiu Sphaerotheca humuli.

Salvador et al. (1999), recubrieron aguacate Hass con quitosan y
lograron conservar el fruto en buen estado hasta por 6 meses, logrando también
inhibir el crecimiento de microorganismos que causan la antracnosis y la

pudricién del pedunculo.



En el desarrollo de cultivos transgénicos se han llevado a cabo
numerosos trabajos, tal es el caso en donde se introdujeron genes de
resistencia a plantas de tabaco para el control de Rhizoctonia y de insectos -
plaga, asi como en cucurbitaceas para el control de Botrytis cinerea (Koga,
2002).

Para el tratamiento a semillas se utilizé quitosan, como un agente
antifungico y como un inductor de genes que ayudan a la planta a la
resistencia contra enfermedades. Otro de sus usos es el de nematicida, la
quitina estimula el crecimiento de microorganismos y enzimas en el suelo. Las
enzimas destruyen los huevos de nematodos que atacan el algodén, hortalizas,

arboles frutales y citricos (Meron Biopolymers, 1997).

Hadwiger et al. (1984); Hidalgo et al. (1996), comprobaron que el
quitosan induce una mayor germinacion y rendimiento de los cultivos de cereal

y tomate.

Acido salicilico (AS)

El acido salicilico es muy conocido gracias al extenso uso clinico de la
aspirina o acido acetilsalicilico. EI nombre de acido salicilico proviene de Salix,
el arbol cuyas hojas y corteza tradicionalmente se utilizaban como cura para el
dolor y fiebre, y de donde Johann Buchner en 1828 aislo la salicina. En 1874 se
inicié la produccién comercial de AS en Alemania, mientras que el nombre
comercial de aspirina, aplicado al acido acetilsalicilico fue propuesto en 1898

por la Bayer Company (Raskin, 1992).

El acido salicilico, se obtiene por medio del tratamiento de la sal de un
fenol con didéxido de carbono, que produce el reemplazamiento de un hidrégeno
anular por el grupo carboxilo, conociéndose esta reaccion con el nombre de
Kolbe, mediante la cual se obtiene el acido ortobenzoico o acido salicilico
(Lopez, 1984).



Efectos del acido salicilico (AS)

Entre los principales efectos del AS sobre las plantas estan la inhibicidon
de la germinacién o del crecimiento de raiz y coleoptilo (Saxena y Rashid,
1980), ademas provoca cierre de estomas y reduccion de la transpiracion
(Larque -Saavedra, 1975), mantiene turgente los estomas y pulvinolos (Saeedi
et al., 1984), altera la permeabilidad de los tilacoides (Bell, 1981), aumenta la
vida en florero de las flores cortadas, probablemente por un efecto combinado
de inhibicién en la biosintesis de etileno y celulasa en los tejidos (Ferrarese et
al., 1996) y de acidificacién del medio, se sabe que el AS presenta propiedades
de retraso de la senescencia (Bourbouloux et al., 1998), inductor de floracién y
tuberizacion asi como de compuesto termogénico y alelopatico, entre otras
(Raskin, 1992).

El acido salicilico aplicado de forma exdgena en concentracion de 102 a
10® M aumenté la biomasa de plantas de soya (Gutiérrez-Coronado et al.,
1998), y el rendimiento de trigo (Lopez et al., 1998). Ademas se demostrd su
importancia en las reacciones de defensa contra los patdgenos (Malamy et al.,
1990; Métraux et al., 1990). Asimismo el AS parece relacionarse con la
adaptacion de las plantas a los ambientes extremos, y esto pudiera convertir a
este compuesto y sus derivados en herramientas para el manejo agronémico
del estrés (Benavides, 2002).

Acido salicilico y el control de patégenos

La aplicacion exdgena de acido salicilico (AS) da lugar a una respuesta
de RAS por lo cual se dice que el AS funciona como activador o inductor de
este proceso. De hecho en el tabaco la aplicacién de AS 6 de particulas de

Virus del Mosaico del Tabaco (VMT), da lugar a la induccion de practicamente



las mismas proteinas de defensa (PR) como PR-1, quitinasa y B -1,3-gluconasa
(Kang et al., 1998).

Un nuevo enfoque en el control y prevencidon de enfermedades es el uso
de compuestos activadores de la RSA, tales como el AS, sus derivados y sus
analogos funcionales. Estos activadores o inductores no tienen un efecto directo
sobre el patdégeno, protegen a la planta desencadenando las cascadas de
sefales que activan la RSA, actuando asi de forma diferente a los agroquimicos
convencionales (Gorlach et al., 1996; Stichter et al., 1997; Sakamoto et al.,
1999; Gullino et al., 2000).

Poliacido acrilico

El poliacido acrilico (PAA) y sus copolimeros han recibido recientemente
un intenso interés porque son muy usados como agentes espesantes para latex
y adhesivos, asi como ingredientes para la formulacion de productos
farmacéuticos, cosméticos, recubrimientos y en quimicos para la agricultura.
Entre las propiedades de interés del PAA se encuentran: el comportamiento
especial de la viscosidad en soluciones. Muchos investigadores han estudiado
extensamente los cambios conformacionales y los enlaces de hidrégeno de las
cadenas macromoleculares que son responsables de los cambios de pH, fuerza
idnica, temperatura y a la fuerza de corte. Los enlaces de hidrogeno en el PAA
juegan un papel importante en las propiedades que exhibe este. En un estudio
reciente de espectroscopia Raman del PAA y sus analogos monomeéricos
indican que la disociacion de los grupos COOH en especies libres es mas
desfavorable para el PAA que para compuestos modelo de unidades repetitivas
de este. A fin de explicar esta diferencia, los investigadores proponen que
algunos enlaces de hidrégeno cooperativos podrian existir en soluciones
acuosas de PAA (Dong, 1997).



Complejos interpolielectroliticos No-estequiométricos

Los complejos interpolielectroliticos estan formados por dos polimeros
que contienen en su estructura una carga ionica definida como polianion,
polication o poliamfolitos a los cuales en general se les llama polielectrolitos,
ejemplos de algunos de ellos son los poliacidos, las poliaminas, las proteinas,
los polinucleétidos como el ADN, etc.

Los complejos interpolielectroliticos no-estequiométricos (CPEN) son los
productos de las interacciones entre macromoléculas de cargas opuestas.
Estas interacciones ionicas son de una naturaleza cooperativa distinta que es la
responsable de la estabilidad relativamente alta de los CPEN con respecto a su
disociacion en los polielectrolitos que los constituyen. Es conocido que la
estabilidad de los CPEN depende drasticamente de la concentracion de las
sales de bajo peso molecular en el sistema. La union de las macromoléculas de
cargas opuestas conduce a la liberacion correspondiente de los iones pequefios
que fueron previamente asociados a los poliiones. Por consiguiente el equilibrio
es favorecido hacia la disociacion del CPEN a concentraciones altas de sal,
pero a favor de la formacion del CPEN a concentraciones bajas de sal. Los
CPEN son compuestos macromoleculares amfifilicos, ya que contienen sitios
hidrofébicos e hidrofilicos. Los sitios formados por la uniéon de las contrapartes
poliidnicas son lo bastante hidrofébicos por el apantallamiento mutuo de las
cargas de los poliiones. Los sitios hidrofilicos son las unidades del polielectrolito
que no estan involucradas en las interacciones idnicas entre las
macromoléculas de cargas opuestas. Los complejos interpolielectroliticos no-
estequiométricos (CPEN), estan compuestos de polianiones relativamente
largos de (PAA) y policationes relativamente cortos de Quitosan (Pergushov,
1996)



ll. MATERIALES Y METODOS

Localizacion Geografica del sitio experimental

El presente trabajo se realizdé en un invernadero del Departamento de
Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro” (UAAAN), en
Buenavista Saltillo, Coahuila, México; localizada entre los paralelos 25°22’ de
latitud norte y los meridianos 101°103’ de longitud oeste y a una altura de 1743

msnm.

Material genético

Se utilizaron 100 plantas de Agave tequilana Weber obtenidas en forma

de hijuelos de primera generacion.

Material fisico

Se utilizaron macetas plasticas con peat moss como sustrato. Como
fertilizantes se aplicaron dos soluciones nutritivas con diferente balance Na / K
de acuerdo con lo descrito por Douglas (1976). Asi mismo se utilizaron cinco

inductores de resistencia.

Diseiio experimental

Para esta investigacion se utilizé el disefio Completamente al azar, con la
Prueba de Duncan (P<0.05), con 2 soluciones nutritivas de Douglas normal y
Douglas + Na® (descritas a continuacion), 5 tratamientos con inductores de
resistencia y 10 repeticiones por tratamiento, cada planta representaba una
repeticion. Las variables se evaluaron con el Programa Computacional

Statistica.



Soluciones nutritivas

Solucién A (Douglas normal o Testigo): balance Na / K de 0.09 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Solucion A.

Compuesto Dosis (gr /100 Its de agua)
Ca(NO03),4H,0 17.5
MgSQ,4-7H,0 25
KNO; 12.5
CaS0,42H,0 10.0
CuS045H,0 0.005
HsBO; 0.025
Fex(S04)3-H,0 0.1
MnSQO,4-H,0 0.025
H,MO,4-H,0 0.00005
ZnS0O47H,0 0.025
NaH,PO4H,0O 25

Solucién B (Douglas + Na*): balance Na / K de 0.63 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Solucién B.

Compuesto Dosis (gr /100 Its de agua)
Ca(NO03),4H,0 10.0
MgSO,-7H,0 25
KNO3 10.0
NaNO; 7.5
CaS0,42H,0 11.5
CuS045H,0 0.005
H;BO; 0.025
Fex(S04)3-H20 0.1
MnSO4-H,0 0.025
H,MO,4-H,O 0.00005
ZnSO47H,0 0.025
NaH,PO4-H,0O 25




Tratamientos con inductores de resistencia:

1.- Agua (testigo).

2.- Acido salicilico, para uso en laboratorio. Proporcionado por el Laboratorio
del Departamento de Horticultura de la Universidad Autbnoma Agraria “Antonio
Narro”.

3.- Poliacido acrilico. (Figura 1). Este polimero fue sintetizado en solucién en
el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA), con un peso molecular
viscosimeétrico (Mv) de 212,000 determinado por viscosimetria usando como

solvente el 1,4-dioxano a 30°C en un viscosimetro Ubbelohde.

\_ Ny

— —/n
Figura 1.- Estructura quimica del poliacido acrilico

4.- Quitosan. (Figura 2). Polimero natural marca CarboMer, obtenido a partir

de caparazones de cangrejo. Peso molecular promedio de 696,000 determinado

en el CIQA por viscosimetria usando una mezcla de solventes: acido acético

0.2M/ acetato de sodio 0.1M a una temperatura de 30°C.
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Figura 2. Estructura quimica del quitosan.



5.- Complejo de poliacido acrilico y quitosan (PAA-Q). (Figura 3). El
complejo (PAA-Q) fué preparado en el CIQA con una composicién de 0.3, pH
de 7.4 en agua al 1%. Para su aplicacion en las plantas ademas se agrego

KNOj3 para ayudar a la formacion del complejo.

NH;" CI HOOC NH;" "O0C
NHs* CI HOOC NHz;* "00C
—>
+ +— + nH*.nCI
NHs* CI HOOC NH;* "0O0C
NH;" CI HOOC NH;" "O0C
Quitosan Poliacido acrilico Complejo Sales

Figura 3. Estructura quimica del complejo de poliacido acrilico y quitosan.

El espectro de infrarrojo (Figura 4) para caracterizar el complejo (PAA —
Q) muestra las sefiales caracteristicas del polianion (PAA) a 1400 cm™ vy
1550cm™ para los grupos carboxilato (-COO") y para el policatién (Quitosan) a

2500 cm™ y 3000 cm™' se observan las sefiales del grupo amonio (-NH*").

Complejo de PAA-Quitosan

100

80 1

60 |

% Transmitancia

40 —tt—————
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Longuitud de onda cm’™

Figura 4. Espectro de infrarrojo del Complejo PAA-Quitosan.



Las soluciones nutritivas fueron aplicadas directamente al sustrato y los
inductores de resistencia por via foliar cada dos semanas a partir del mes de
abril del 2002.

Establecimiento del experimento
El area total ocupada para este experimento fue de 27 m? La ubicacién

de los tratamientos se encuentra en la siguiente figura:

» N
SOLUCION A SOLUCION B
TRAT. REPETICIONES TRAT. REPETICIONES
1/2|/3(4/5/6(7|8|9 |10 1/2|3/4/5/6|7(8|9 |10
4 1
2 3
5 4
1 2
3 5

Figura 5. Croquis de ubicacion de tratamientos

Trasplante
Se realizé el 10 de febrero del 2002, en macetas de 10 kg, la induccion
del enraizamiento se llevo a cabo con raizal. Las macetas se colocaron a una

distancia de 0.9m entre hileras y de 0.3m entre plantas.

Riegos

El primer riego (de trasplante) fue el dia 10 de febrero del 2002, con agua
corriente y se aplico 1 litro /planta.

A partir del 21 de abril del 2002 y hasta el 29 de septiembre del mismo
afio se aplicaron las soluciones nutritivas via riego, aplicando 2 litros de
solucion / planta cada ocho dias. Se utiliz6 un tonel de 200 litros para cada

solucion.



Inductores de resistencia

Las aplicaciones se hicieron mediante aspersiones foliares, cada 15 dias,

a partir del 21 de abril del 2002 y hasta el 22 de septiembre del mismo ano,

aplicando las siguientes concentraciones:

Tratamiento T4.- Agua 200 ml / 10 plantas.

Tratamiento T..- Acido salicilico 10*M (0.038 gr / litro) en 10 plantas.

Tratamiento Ts.- Complejo PAA — Quitosan al 0.1% en 10 plantas.

Tratamiento T4.- Poliacido acrilico al 0.05% en 10 plantas.

Tratamiento Ts.-Quitosan al 0.05% con acido acético al 1% en 10

plantas.

Control fitosanitario

El siguiente cuadro muestra las diferentes plagas que se presentaron

durante el periodo del experimento asi como su control.

Cuadro 3.- Calendario de aplicacion de plaguicidas.

Plaga Control Fecha de aplicacion Dosis

Macconellicoccus Temik 9/ junio / 2002 3grs /planta

hirsutus granulado

E. carotovora y Cupertrén 9 / septiembre / 2002 6ml /1.5 lts

Fusarium sp de agua
Fungimycin 10 / septiembre / 2002 3 gr /1.5 lIts
agricola 5% de agua.

Para el control de malezas se coloco acolchado plastico de color negro

bajo las macetas para evitar que estas emergieran. Las malezas que salieron

en cada maceta se eliminaron manualmente.




Variables evaluadas

Variables morfolégicas
Para estas variables se tomaron los datos cada 15 dias, a partir del 5 de
mayo y hasta el 22 de septiembre, registrandose el diametro de corona,

cobertura de la planta y numero de hojas.

Diametro de corona. Se midié la base de la corona de cada planta con un

vernier en sentido N-S y E-W, registrando dicha medida en cm.

Cobertura. Se midio la distancia que habia entre las puntas de las hojas mas

largas en sentido N-S y E-W de cada planta y se registré en cm.

Numero de hojas. Para esta variable se contd el numero de hojas de cada

planta.

Variables de biomasa

Peso seco de la planta. Se eligieron al azar 2 plantas por tratamiento (20
plantas en total), se llevaron al laboratorio donde se separaron las hojas, corona
y raiz. Se registré el peso fresco en gramos de cada parte de la planta. Se
colocaron por separado en bolsas de papel y se introdujeron en una estufa por

72 horas, para luego determinar el peso seco en gramos.

Variables bioquimicas

Azucares solubles. Se pesaron 2 gramos de muestra finamente picada
(corona y hojas) en una balanza analitica. Se depositaron en un dedal dentro de
un sifén en un extractor Soxhlet, que se conectdé en un matraz bola de fondo
plano de 250 ml puesto previamente a peso constante. Después se le

afiadieron 200 ml de alcohol al 80%. Se puso a reflujo el sistema para extraer



los azucares solubles por 8 horas continuas. El extracto obtenido se concentrd
en un rotaevaporador para obtener el residuo de los azucares. El extracto se
seco en la estufa a 80°C durante toda la noche, después se dejé enfriar por 30
minutos en un desecador y se pesé en una balanza analitica varias veces
hasta obtener el peso constante. Se determiné la concentracién por medio de la

siguiente formula:

% Azucares solubles = PCMEA — PCMS x 100
GMS

Donde:
PCMEA = peso constante del matraz mas extracto de azucares.
PCMS = peso constante del matraz vacio.

GMS = gramos de muestra seca.

Glucosa y almidén. Se analizaron 2 plantas de cada tratamiento, analizando
por separado las hojas y la corona.
Se pes6 un gramo de muestra picada y fresca y se mezclé con 40 ml de HCI al
50% en un matraz erlenmeyer de 250 ml, se calenté por 60 minutos a ebullicion
y se destild en un matraz volumétrico de 100 ml. La solucion obtenida se
completdé a un volumen de 100 ml.  Posteriormente se tomé una alicuota de 20
ml de la solucion destilada y se colocdé en un matraz de 250 ml erlenmeyer,
afadiéndole 27 ml de CuSOs y 25 ml de tartrato de sodio y potasio (sal de
Rochelle), el matraz se tapd con un vidrio de reloj y se calenté en un mechero
Bunsen hasta ebullicion (aparece un precipitado rojo) y se dejé 2 minutos mas a
ebullicion. La solucién obtenida se filtr6 poco a poco a través de un crisol de
vidrio de capa porosa con papel filtro (previamente puesto a peso constante).
Se lavo el precipitado de Cu,O con agua destilada. Se coloco el crisol en una
estufa a 100°C hasta obtener el peso constante.

Por diferencia de peso se obtuvo el Cu,O y se convirti6 a glucosa

utilizando la tabla 52.019* de Hammond (AOAC), la glucosa calculada se



multiplicé por 0.925 para obtener el peso del almidén. (AOAC, 1980). Los pesos

en gramos que se obtuvieron, se convirtieron luego en porcentaje (%).

Carbono organico. Se pesaron 0.5 gramos de muestra (corona y hoja) en una
balanza analitica, y se colocaron dentro de un crisol de porcelana tarado (a
peso constante). Se marco cada crisol para identificar las muestras. Cada crisol
se coloco dentro de la mufla fria, se subié gradualmente la temperatura hasta
470°C, cuando fue constante la temperatura, se dejé el crisol por una hora. Se
apagé la mufla y se dejo enfriar hasta una temperatura de 120°C.

Se colocaron los crisoles que contenian las cenizas dentro de un
desecador, se dejaron enfriar y se pesaron. La materia organica y carbon

organico se calculé con la siguiente formula:

% Materia organica = 100 - (B - A) x 100
P
% Carbono organico = % de materia organica x 0.39
Donde:
B = peso del crisol en gramos.
A = peso del crisol mas las cenizas obtenidas en gramos.

P = peso de la muestra en gramos.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Variables Morfolégicas

Diametro de corona

De acuerdo al analisis de varianza se encontré diferencia altamente
significativa para los tratamientos, pero sin diferencia para las soluciones
Douglas normal y Douglas + Na*. La prueba de medias de Duncan (P<0.05),
(Cuadro 4) indica que los tratamientos T4 (testigo), Seguido del T, (acido
salicilico10™) y el T3 (Complejo (PAA + Q) al 0.1%) presentaron el mayor
didmetro de corona. Es probable que los compuestos ejercieron algun efecto
negativo sobre el crecimiento de la corona, ya que el testigo present6 los

valores mas altos.
Cobertura

Al efectuar el analisis de varianza se observé diferencia altamente
significativa para los tratamientos pero sin diferencia entre las soluciones
Douglas normal y Douglas + Na’. Al analizar la comparacion de medias de
Duncan (P<0.05), (Cuadro 4) indico que el tratamientos T, (acido salicilico10™)
y el tratamiento Ts (quitosan al 0.05%) tuvieron una mayor cobertura, lo cual
puede deberse a que el acido salicilico tiene algun papel regulador sobre el
balance de oxidacion / reduccion de las células vegetales, y ello tal vez explique
la capacidad del AS de inducir respuestas fisiologicas, morfogénicas vy
adaptativas tan variadas como lo menciona Benavides (2002), y asi mismo se
sabe que el quitosan induce respuestas positivas de crecimiento como lo

menciona Raygoza (2001).



Numero de Hojas

El andlisis de varianza mostré diferencia altamente significativa para los
tratamientos pero no para las soluciones. La prueba de comparacion de medias
de Duncan (P<0.05), (Cuadro 4) indico que el T, (acido salicilico10™), presentd
un mayor numero de hojas en comparacion con los demas tratamientos, quizas
debido a que el AS interviene modificando diferentes actividades fisiologicas y

del desarrollo de las plantas como lo menciona Benavides (2002).

Cuadro 4. Prueba de comparacién de medias de Duncan (P<_0.05).
Efecto de los tratamientos aplicados al Agave tequilana Weber.

Tratamiento Diam de Corona |Cobertura (cm?) |No. de Hojas
T4, Testigo 6.559772 a 1867.870 b 7.463636 a
T, Acido salicilico 6.417046 a 1993.506 a 7.909091 a
T3, Complejo (PAA-Q) 16.481591 a 1909.675 b 7.813636 a
T4, PAA 5.941818 b 1811.429 b 6.877273 ab
Ts, Quitosan 6.291364 ab 2025.086 a 7.345455 a

Variables biomasa

Al realizar el andlisis de varianza no se encontré diferencia significativa
para el peso seco de la raiz (PSR), el peso seco de corona (PSC), el peso
seco de hojas (PSH) y el peso seco total de la planta (PSTP). Sin embargo, se
realizd la prueba de comparacién de medias Duncan (P < 0.05) (Cuadro 5), e
indicé que el tratamiento T, (acido salicilico10-*) de la solucién Douglas normal
presentd valores ligeramente mas altos para el peso seco total de la planta
(PSTP) en comparacién con los demas tratamientos. Estos resultados indican
que tanto las soluciones (Douglas normal y Douglas + Na’) como los
tratamientos con inductores de resistencia (Quitosan, Poliacido acrilico, acido
salicilico, y PAA — Q) no tienen un efecto en la formacion de materia seca y

quizas se requiera de mayor tiempo para encontrar alguna diferencia.



En esta variable los resultados encontrados no concuerdan con los

mencionados por Barragan (2002) quien encontré diferencia significativa para el

peso seco de la raiz en las plantas con la soluciéon Douglas normal.

Cuadro 5. Prueba de comparacién de medias de Duncan (P < 0.05) para
el peso seco de raiz, peso seco de corona, peso seco de hojas y peso seco
total de la planta.

Sol / Tratamiento PSR PSC PSH PSTP
A1 18.07500 a 51.78000 a |142.4100 a [212.2650 a
A2 18.12500 a 68.38000 a |157.5200 a |244.0250 a
A3 8.875000 a 54.06000 a |115.5750 a |178.5100 a
A4 10.00000 a [{43.20500 a |103.0400 a |156.2450 a
A5 16.05000 a 64.86500 a |132.2450 a [213.1600 a
B1 11.97500 a 56.51000 a |130.2600 a |198.7450 a
B2 14.87500 a 62.30000 a |126.1850 a |[203.3600 a
B3 15.00000 a 55.19000 a |145.0050 a [215.1950 a
B4 13.65000 a 51.88000 a |97.27000 a |162.8000 a
B5 11.05000 a 52.16000 a |100.1197 a |163.3297 a

NOTA: La letra A pertencce a la solucion Douglas normal. La letra B a la solucion Douglas + Na'. El numero 1 pertenece
al tratamiento T1(testigo), el numero 2 al tratamiento T2 (Acido salicilico 10*M), el numero 3 al tratamiento T3 (Complejo PAA-Q
al 0.1%), el numero 4 al tratamiento T4 (Poliacido acrilico al 0.05%) y el numero 5 al tratamiento T5 (Quitosan al 0.05%).

Azucares solubles

Variables Bioquimicas

El analisis de varianza indicé diferencia significativa entre soluciones y

altamente significativa entre tratamientos para el tejido de la corona. La tabla de

comparaciéon de medias de Duncan (P<0.05), (Cuadro 6) muestra que las

soluciones Douglas normal y Douglas + Na* se comportaron similares, el efecto

se vio en los tratamientos ya que el tratamiento T3 [complejo (PAA-Q) al 0.1%]

de la solucion Douglas + Na*, mostré los valores mas altos de 11.5594 % vy el

tratamiento T4 (Quitosan al 0.05%) de la solucién Douglas normal el valor mas

bajo de 5.7153 %. Por otro lado en el tejido de las hojas se encontré diferencia

significativa entre soluciones pero no entre tratamientos. Los valores medios

(Cuadro 7), indican que las soluciones tuvieron un comportamiento similar al del




tejido de la corona. El tratamiento T3 [complejo (PAA-Q) al 0.1%] de la solucion
Douglas normal mostré los valores mas bajos lo que indica que este tratamiento
tuvo un efecto negativo.

El tejido de la corona presento un contenido de azucares ligeramente
mayor al de la hoja, pero se requiere de mas tiempo para ver un efecto
significativo como el que encontré6 Barragan (2002) al efectuar un segundo
muestreo. Asimismo estos resultados son debido a que el proceso de
acumulacion de azucares en la pifia de agave se hace especialmente activo a

partir del tercer afio de edad como lo menciona Cruz (2002).

Glucosa

Para esta variable se encontrd diferencia significativa entre soluciones
pero no entre tratamientos en el tejido de la corona. Al efectuar la comparacion
de medias de Duncan (P<0.05), (Cuadro 6) se observo que la solucién Douglas
normal presentd porcentajes mas altos en el contenido de glucosa en
comparacion con la solucién Douglas + Na®. El tratamiento T, (Poliacido acrilico
al 0.05%) seguido del tratamiento T4 (testigo) de la solucion Douglas normal,
presentaron un mayor contenido de azucares en comparacion con los demas
tratamientos. Para el tejido de la hoja se encontraron diferencias significativas
entre las soluciones y altamente significativa entre tratamientos. Los valores
medios (Cuadro 7) indican que los tratamientos tuvieron un comportamiento
similar al observado en el tejido de la corona, favoreciendo a la Solucién
Douglas normal. Mostrando los porcentajes mas altos los tratamientos T4
(Poliacido acrilico al 0.05%) y T4 (testigo) de la solucion Douglas normal,
indicando asi que estos tratamientos tuvieron efectos positivos sobre el
contenido de glucosa. Probablemente se requiera de mas tiempo para obtener
un mayor contenido de glucosa al aplicar la solucién Douglas + Na®, ya que
estos resultados no concuerdan con los encontrados por Barragan quien
reporta un mayor porcentaje de glucosa en el tejido foliar al aplicar solucidn

Douglas + Na".



Almidén

Se encontré diferencia significativa entre soluciones pero no entre
tratamientos para el tejido de la corona. Para el tejido foliar sucedioé lo contrario
ya que existio diferencia altamente significativa entre tratamientos pero sin
significancia entre soluciones. La prueba de medias de Duncan (P < 0.05)
(Cuadros 6 y 7), indica que el comportamiento de las soluciones Douglas
normal y Douglas + Na’ fue similar en ambos tejidos, encontrandose los
porcentajes mas altos en la solucion Douglas normal. Por otra parte los
tratamientos que tuvieron los valores mas elevados en ambos tejidos fueron; el
tratamiento T4 (Poliacido acrilico al 0.05%) y el tratamiento T4 (Testigo), de la
solucion Douglas normal. Probablemente los inductores de resistencia tuvieron
un efecto negativo sobre la acumulacién de almidones, ya que el testigo superé
a tres de los tratamientos utilizados. Esto concuerda con lo que reporta Rayon
(2002) quien encontré respuestas negativas al aplicar complejos de PAA — Q en
plantas de lechuga. Asi mismo se observaron porcentajes mayores de almidén
en el tejido de la corona, debido a que la planta los almacena en este tejido de
reserva como lo menciona Benavides (2002).

Estos resultados no concuerdan con los encontrados por Barragan quien
indica que la solucién Douglas + Na® aumenté el contenido de almidones en el
tejido foliar. Es probable que se requiera de mas tiempo para obtener un efecto

mayor de la fertilizacion diferencial.

Carbono organico

Al efectuar el ANVA, en ambos tejidos (Corona y hojas), no se encontro
diferencia significativa para los tratamientos ni para las soluciones. La prueba
de comparacién de medias de Duncan (P<0.05), (Cuadros 6 y 7) indicd que
tanto las soluciones como los tratamientos no influyeron en el contenido de
carbono organico en ambos tejidos ya que los valores son estadisticamente

iguales.



Estos resultados concuerdan con los de Barragan (2002), quien tampoco

encontré diferencia significativa entre soluciones.

Cuadro 6. Prueba de comparacién de medias de Duncan (P < 0.05), en

el tejido de la corona de Agave tequilana Weber.

Sol / Tratamiento | Azucar Glucosa Almidén | Carbono organico
A1 7.2723b | 16.3950b | 15.1654 b 38.2782 a
A2 8.2186b | 8.7300c 8.0752 c 38.2074 a
A3 9.4676b | 10.1900c | 9.4230c 38.0729 a
A4 5.7153 c | 19.4500a | 17.9899 a 38.0384 a
A5 9.5135b | 8.9650c 8.2926 c 38.0526 a
B1 7.8930b | 58700 cd | 54297 cd 38.0418 a
B2 8.3750b | 11.1600c | 10.3230 c 37.9012 a
B3 11.5594a| 9.0700 c 8.3893 c 38.2719 a
B4 7.7626 b | 10.5900c | 9.7957 c 38.2714 a
B5 8.8522b | 9.1900c 8.5008 c 37.9691 a

NOTA: La letra A pertenece a la solucion Douglas normal. La letra B a la solucion Douglas + Na'. El numero 1 pertenece
al tratamiento T1(testigo), el numero 2 al tratamiento T2 (Acido salicilico 10*M), el numero 3 al tratamiento T3 (Complejo PAA-Q

al 0.1%), el numero 4 al tratamiento T4 (Poliacido acrilico al 0.05%) y el numero 5 al tratamiento T5 (Quitosan al 0.05%).

Cuadro 7. Prueba de comparacién de medias de Duncan (P < 0.05)
en el tejido foliar de Agave tequilana Weber.

Sol / tratamiento | Azucares | Glucosa Almidén | Carbono organico
A1 6.3399a | 13.4350b | 12.4274 a 38.2010 a
A2 7.6871a | 4.0500d 3.7462 c 38.7493 a
A3 7.5184a | 4.2750d 3.9540 c 38.1893 a
A4 4.8237b | 15.3550a | 14.1849 a 38.2844 a
A5 7.6482a | 4.9300d 4.5603 ¢ 37.6430 a
B1 7.5325a | 4.4500d 4.1162 ¢ 38.2908 a
B2 7.3660a | 5.2600d 4.8680 c 38.3408 a
B3 8.7774a | 4.4450d 5.0366 c 38.3154 a
B4 7.9225a | 8.6750c 8.0644 b 38.6109 a
B5 7.6957a | 6.1550d 5.6934 c 38.8830 a

NOTA: La letra A pertencce a la solucion Douglas normal. La letra B a la solucion Douglas + Na'. El numero 1 pertenece
al tratamiento T1(testigo), el numero 2 al tratamiento T2 (Acido salicilico 10*M), el numero 3 al tratamiento T3 (Complejo PAA-Q

al 0.1%), el numero 4 al tratamiento T4 (Poliacido acrilico al 0.05%) y el numero 5 al tratamiento T5 (Quitosan al 0.05%).




CONCLUSIONES

Con el uso de la solucion Douglas + Na® no se observo un efecto
significativo sobre el diametro de la corona, cobertura de la planta y
numero de hojas, aunque presentd valores un poco mas altos que la

solucién Douglas normal.

En las variables de biomasa la solucion Douglas + Na®, tuvo un
comportamiento similar al de la solucion Douglas normal.
Estadisticamente no hubo diferencia para el peso seco de la raiz, peso

seco de corona, peso seco de hojas y peso seco total de la planta.

Sobre el contenido de azucares en el tejido de la corona, la solucion
Douglas + Na* presentd porcentajes mas altos que la solucion Douglas
normal. En el tejido foliar se encontraron valores similares para ambas

soluciones.

La solucién Douglas + Na® presentd porcentajes mas bajos que la
solucion Douglas normal, sobre el contenido de glucosa y almidén en

ambos tejidos (corona y hojas).

Los inductores de resistencia no aumentaron el diametro de la corona ya
que el Testigo presentd valores mas altos. El tratamiento Ts (Quitosan al
0.05%) aumento la cobertura de la planta en comparacion con los demas
tratamientos, asi como el tratamiento T, (&cido salicilico10™) aumentd el

numero de hojas.

Los inductores de resistencia no influyeron en el peso seco de raiz, peso
seco de corona, peso seco de hojas y peso seco total de la planta.



El tratamiento T; complejo (PAA — Q) al 0.1% de la solucion Douglas +
Na® aumento el contenido de azucares solubles en los tejidos de corona

y hojas en comparacion con los demas tratamientos.

El tratamiento T, (Quitosan al 0.05%), seguido del tratamiento T,
(Testigo) de la solucion Douglas normal; favorecieron el contenido de
glucosa y almidon en los tejidos de corona y hojas, esto en comparacion

con los demas tratamientos.

Los inductores de resistencia no tuvieron un efecto significativo sobre el

contenido de carbono organico en los tejidos de corona y hojas.
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