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RESUMEN

El henequén (Agave fourcroydes Lem.) constituye un cultivo representativo de la provincia de Matanzas,
Cuba, el cual ha sido explotado extensamente por la calidad de sus fibras. El presente trabajo tuvo como
objetivo caracterizar desde el punto de vista bioquimico e histolégico plantas de henequén cv. ‘Sac K’
aclimatizadas in vitro. Los indicadores bioquimicos analizados fueron concentracion de fenoles solubles,
carbohidratos solubles totales, azdcares reductores, proteinas solubles y clorofilas totales, asi como los
contenidos relativos de flavonoides, terpernos y antocianinas. Ademas, se realizd un andlisis histoldgico de
la epidermisy los resultados fueron comparados con plantas de un mes en medio de cultivo de enraizamiento.
Las plantas aclimatizadas in vitro fueron transferidas posteriormente a condiciones ex vitro. Los contenidos
de carbohidratos solubles totales, azlicares reductores y clorofilas disminuyeron, mientras que los niveles de
fenoles solubles, proteinas y metabolitos secundarios fueron superiores en relacion con las plantas in vitro
enraizadas durante 30 dias. La epidermis de las plantas aclimatizadas in vitro mostré un mayor desarrollo
del aparato estomatico que pudo incidir positivamente en la aclimatizacion ex vitro, donde se obtuvo un
porcentaje de supervivencia del 87% y una reduccion del tiempo de aclimatizacion.
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Biochemical and histological characterization of Agave fourcroydes
Lem. plants in vitro acclimatized

ABSTRACT

Henequen (Agave fourcroydes Lem.) is a representative crop of the province of Matanzas, Cuba, which has
been exploited extensively for the quality of its fibers. The present work aimed to characterize from the
biochemical and histological point of view henequen plants cv. ‘Sac Ki' in vitro acclimatized. The biochemical
indicators analyzed were concentration of soluble phenols, total soluble carbohydrates, reducing sugars,
soluble proteins and total chlorophylls, as well as the relative contents of flavonoids, terpins and anthocyanins.
In addition, a histological analysis of the epidermis was performed and the results were compared with plants
of one month in rooting culture medium. In vitro acclimatized plants were subsequently transferred to the ex
vitro conditions. The contents of total soluble carbohydrates, reducing sugars and chlorophylls decreased,
whereas the levels of soluble phenols, proteins and secondary metabolites were higher in relation to in vitro
plants rooted for 30 days. The epidermis of the in vitro acclimatized plants showed a greater development of
the stomatal apparatus that could positively affect the ex vitro acclimatization, where a survival rate of 87%
and a reduction of the acclimatization time were obtained.
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INTRODUCCION alcohdlicas y posee potencialidades en la

industria biofarmacéutica, debido a los

El henequén (Agave fourcroydes Lem.) es una
especie que ha sido cultivada en Cuba desde
principios del siglo XIX para la obtencion de
fibras, de uso en la elaboracion de sogas,
cordeles, cestos, alfombras, bolsas y prendas
de vestir, entre otros productos (Gonzalez et
al., 2004). Al igual que otros agaves, también
ha sido utilizada en la fabricacién de bebidas

diferentes metabolitos que se encuentran en
las hojas y otras partes de la planta (Garcia-
Curbelo et al., 2015).

Como una via para recuperar las plantaciones
henequeneras de la provincia de Matanzas, en
el Centro de Estudios Biotecnolégicos de la
Universidad de Matanzas se obtuvo una



224

metodologia para la micropropagacion de
Agave fourcroydes Lem. (Gonzalez, 2001;
Abreu, 2009). La aclimatizacién de plantas
constituye una etapa esencial al final de este
proceso, ya que las condiciones in vitro inducen
cambios anatémicos y fisioldgicos notables en
las plantas que provocan una elevada tasa de
transpiracién (Pérez-Santiago et al., 2014). El
control de factores como el riego y la
iluminacién tienen una funcién esencial parala
adaptacion de las plantulas al ambiente ex vitro
y garantizar el transito hacia un estado
autotrofico (Abreu, 2009).

Varios autores han destacado la importancia
de realizar pretratamientos de aclimatizacion
in vitro para incrementar la calidad fisiol6gica
de las plantas previo a su transferencia a
condiciones ex vitro (Ziv, 1995; Kadlecek et al.,
2001;Alvarez et al., 2012, Posada et al., 2016).

Existen diferentes estrategias desde las fases
in vitro para aumentar el porcentaje de
supervivencia y calidad de las plantulas durante
la aclimatizacion ex vitro. Algunas han
consistido en suministrar una ventilacion
forzada a los frascos para disminuir la tasa
transpiratoria en la fase de aclimatizacién
(Aguilar et al., 2000), reducir el potencial hidrico
del medio de cultivo mediante el uso de
sustancias osmoéticamente activas como el
polietilenglicol (Mahdia y Abd-Alla, 2010),
incremento de la iluminacién y ventilacion
(Alvarez et al., 2012), entre otras.

Estos tratamientos favorecen la produccién de
ceras epicuticulares y con ello la preadaptacion
de las plantas obtenidas in vitro. Sin embargo,
la disminucién del potencial hidrico puede
inducir cambios bioquimicos significativos en
las plantas como el estrés oxidativo, en el cual
las especies reactivas del oxigeno (EROS)
puede provocar cambios estructurales y
funcionales a macromoléculas importantes
como proteinas, acido desoxirribonucleico,
lipidos y a estructuras membranosas donde
ocurren numerosas reacciones metabdlicas
como la fotosintesis y la respiracion (Xu et al.,
2011; Heidari et al., 2011; Sabra et al., 2012).

Las plantas pueden responder frente a
condiciones de estrés hidrico con diversos
mecanismos. La eliminacion de las EROs
constituye una forma de atenuar el impacto de
estos radicales reactivos sobre los componentes
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celulares. El sistema antioxidante de las plantas
esta integrado tanto por compuestos enzimaticos
como de naturaleza no proteica. Entre las
enzimas antioxidantes se encuentran superdxido
dismutasa, catalasas y peroxidasas (Haghighi et
al., 2014); mientras que en la via no enzimatica
participan diferentes compuestos polifendlicos
(flavononas, antocianinas), carotenoides (&-
tocoferol, B-caroteno), &cido ascorbico, glutation
reducido, entre otros (Mervat y Dawood, 2014).

El alargamiento de la fase de enraizamiento sin
reemplazo del medio de cultivo para pudiera
constituirse en una estrategia para aclimatizar
in vitro plantas de henequén. Ello podria
contribuir a mejorar la calidad fisiolégica de las
plantas previo a su transferencia a la fase de
aclimatizacién ex vitro, que garantice una
supervivencia alta con menores exigencias de
humedad e iluminacién. Sin embargo, la
disminucién paulatina del potencial hidrico en el
medio de cultivo puede conllevar a cambios
bioguimicos y fisiolégicos importantes. Por ello,
el presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar
desde el punto de vista bioquimico e histol6gico
plantas de henequén aclimatizadas in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron dos grupos de plantas in vitro de
A. fourcroydes cultivar ‘Sac Ki' propagadas
segln lo establecido por Gonzalez (2001). Un
grupo permanecié en un medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog, 1962) para enraizamiento
un mes y el otro grupo durante cinco meses
para su aclimatizacion in vitro. Las plantas in
vitro se mantuvieron en un cuarto de
crecimiento a 25 £ 2°C, con un fotoperiodo de
16 h de luz (35 pmol m2s?),

Para el andlisis de los indicadores bioquimicos
se utilizaron cinco plantas de cada grupo
(tratamiento) con tres réplicas por cada unoy
se determiné el contenido de clorofilas,
carbohidratos solubles totales, azlcares
reductores, fenoles solubles, flavonoides,
terpenoides y antocianinas.

Contenido de clorofilas a, b y totales
Las hojas de las plantas in vitro (0.5 g) fueron

trituradas en un mortero de porcelana con 5 ml
de solucién acuosa de etanol (BDH) al 96%



Biotecnologia Vegetal Vol. 16, No. 4, 2016

como solvente para la extraccién de los
pigmentos. Se emplearon las ecuaciones
propuestas por Wintermans y de Mots (1965)
para el célculo de la concentracién de clorofilas.
Ca (mg ml*) =13.95 (A,,,) -6.68 (A
Cb (mg ml*) =24.96 (A,,,) -7.32 (A
Ca = concentracion de clorofila a

Cb = concentracion de clorofila b

Clorofila total: Ca+b (mg ml?t) = (20.2
A,)*+(8.02 A

644)
ees)

665) .

Contenido de carbohidratos solubles totales

El contenido de carbohidratos solubles (mg mi?)
totales se determind en 0.5 g de hojas de
plantas in vitro homogenizadas en 3 ml
solucion tampdn de fosfato de sodio 20 mmol I,
pH=7.0. Se aplicé el método del fenol-acido
sulfarrico con D-glucosa (Sigma) como azucar
patron (Dubois et al., 1956). La absorbancia se
midi6é a una longitud de onda de 490 nm.

Contenido de azulcares reductores

El contenido de azUcares (mg ml?) se
determin6 por el método del acido
dinitrosalisilico con D-glucosa (Sigma) como
azucar patrén, en 0.5 g de hojas de plantas in
vitro homogenizadas en 3 ml solucién tampén
de fosfato de sodio 20 mmol I, pH=7.0 (Miller,
1959). La absorbancia se midi6 a una longitud
de onda de 456 nm.

Contenido de proteinas solubles totales

El contenido de proteinas solubles totales (mg
ml?t) se determin6 en 0.5 g de hojas de in vitro
homogenizadas en 3 ml soluciéon tampén de
fosfato de sodio 20 mmol I, por el método
descrito por Lowry et al. (1951). Se utilizé
albimina de suero bovino (ASB) como patrén
y la absorbancia se determiné a una longitud
de onda de 750 nm.

Contenido de fenoles solubles

La extraccion de los fenoles solubles se realizé
en 10 volumenes de metanol. Las muestras
(100 mg) fueron homogenizadas vy
centrifugadas a 10 000 rpm (Gurr et al., 1992).
Para la determinacion de la concentracion de
fenoles (mg g masa fresca) se utilizé el acido
clorogénico (0.05 mol I'Y) como patrén y los
valores de absorbancia fueron determinados
a 725 nm.
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Contenido de flavonoides, terpenoides y
antocianinas

El contenido relativo de flavonoides,
terpenoides y antocianinas se determind
cualitativamente en 100 mg de tejido foliar
fresco por plantula, los cuales fueron triturados
en etanol al 96%. Los extractos se
centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 min e
inmediatamente se realizaron las
determinaciones fitoquimicas segun la
metodologia descrita por Chigodi et al. (2013):

Prueba para flavonoides: se adicion6 1 ml de
NaOH 0.1 mol I a 100 mg de extracto y
posteriormente se adiciond igual volumen de
HCI 0.1 mol I, La presencia de un color
amarillo en la solucién que desaparece indicé
la presencia de flavonoides.

Prueba para terpenoides: se mezclaron 100 mg
de extracto con 1 ml de cloroformo y a
continuacién se adicionaron 2 ml de H,SO,
concentrado. Una coloracion rojo-pardo en la
interfase indicé la presencia de terpenoides.

Prueba para antocianinas: se mezclaron 100
mg de extracto con 3 ml de agua destilada y
posteriormente se adicioné 1 ml de HCI 2 mol I
y solucién amoniacal 2 mol I a 1 ml de la
mezcla anterior. La presencia de un color
rosado-rojo que se torna azul-violeta indic6 la
presencia de antocianinas.

Se realizaron tres mediciones de las
absorbancias de cada vial en un colorimetro
para la determinacion de clorofilas,
carbohidratos solubles totales, azlcares
reductores, proteinas solubles totales y fenoles
solubles. En el caso del contenido de
flavonoides, terpenos y antocianinas se realiz6
de manera cualitativa a través del sistema no
paramétrico de cruces (+++ = contenido alto,
++ = moderado, + = bajo, - = ausencia).

Ademés, se realiz6 un estudio histolégico y se
describieron los cambios de la epidermis en
las plantulas. Para ello, se realizaron
desprendimientos epidérmicos por la técnica
descrita por Rodés y Collazo (2006). Se
seleccionaron porciones de aproximadamente
1.5 de la epidermis abaxial y se utilizé un
microscopio 6ptico (NOVEL) para la observacién
a 100 y 400x. Finalmente se tomaron
microfotografias de las muestras obtenidas.
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Para la transferencia a condiciones ex vitro,
las plantas se lavaron con agua corriente
para eliminar el agar y se procedié a una
inmersion en CuSO, (200 ymol I*) durante
60 minutos para el control de hongos.
Posteriormente se plantaron en bandejas de
polieturano con un sustrato compuesto por
pulpa de henequén descompuesta y gravilla
de diametro promedio igual a 2 mm en una
relacién 3:1 (v/v) y una densidad de 1.73 g
cm=3. La temperatura oscilé entre 24 y 30°C
de acuerdo con las condiciones ambientales
en el mes de abril de 2015.

La aclimatizacién ex vitro de las plantas se
desarroll6 en casa de cultivo con manejo de
laintensidad luminosa, a través de diferentes
condiciones creadas con el empleo de capas
de malla Saran de color negro. Durante los
primeros 15 dias se redujo la intensidad
luminosa al 70% y en las uUltimas dos
semanas las plantulas fueron transferidas a
un area con una reduccion del 30%. El riego
se realiz6 mediante un aspersor manual con
intervalos de una hora en el periodo
comprendido de 10:00 am a 3:00 pm, con lo
cual se proporcion6 una humedad relativa del
70% durante los primeros 15 dias y del 60%
en los restantes 15 dias. El control se realizo
con un hidrotermaografo tipo VEP.

Se cuantificé el numero de plantas vivas y se
calcul6 el porcentaje de supervivencia de las
plantas a los 30 dias de cultivo.
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Andlisis estadistico

Los datos fueron procesados con el paquete
Statgraphic plus 5.1 sobre Windows. Se
determiné el ajuste a una distribuciéon normal
mediante la prueba de bondad de ajuste
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de
varianza mediante las pruebas de Bartlett
(Sigarroa, 1985). Se realiz6 un ANOVA de
clasificacion simple para p<0.05 y p<0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion bioquimica de las plantas
indic6 que el tiempo de enraizamiento in vitro
influyé en los contenidos de los compuestos
analizados (Tablal). Se comprob6 que hubo
una disminuciéon significativa en la
concentracién de clorofilas totales en las
plantas enraizadas durante cinco meses con
en comparacién con las que permanecieron un
mes en medio de cultivo de enraizamiento.

La disminucion en los niveles de clorofilas
puede estar asociada a una reduccién en la
biosintesis de estos pigmentos o a un
incremento de su degradacion (Mehar et al.,
2013). La disminucién del potencial hidrico en
el medio de cultivo pudo generar condiciones
de estrés oxidativo debido a un aumento en la
concentracién de las especies reactivas del
oxigeno (Gill y Tuteja, 2010; Krelavski et al.,
2012). La acci6n de estos radicales reactivos
como el anién hidroxilo, provoca la oxidacion

Tabla 1. Caracterizacion bioquimica de plantas de A. fourcroydes cv. ‘Sac Ki’ aclimatizadas in vitro.

Compuesto Aclimatizadas in vitro Control
Clorofila a (mg ml%) 17.38 £ 0.57 47.99 +2.7a
Clorofila b (mg ml?) 3.88 £ 0.99 7.86+1.28
Clorofilas totales (mg ml?) 25.92 £ 0.05 71.78 £ 5.35a
Carbohidratos totales (mg ml?) 9.82+ 0.59 21.15+0.53ab
AzUcares reductores (mg ml?1) 3.36+0.20 13.01 £ 0.71ab
Proteinas solubles totales (mg ml-%) 18.47+ 0.27ab 13.99+£0.33
Fenoles solubles (mg g! masa fresca) 35.51+ 0.62ab 23.78 £ 0.41
Flavonoides +++ +
Terpenos +++ ++

Antocianinas

+ -

a Indica diferencia significativa segiin ANOVA de clasificacion simple para p<0.05. ab Indica
diferencia significativa segin ANOVA de clasificacion simple para p<0.01.Contenido: +++=
alto, ++=moderado, +=poco, - = ausencia. Control: plantas in vitro enraizadas durante 30 dias.
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de clorofilas, proteinasy lipidos de membrana,
lo cual genera inestabilidad en los complejos
proteina-pigmentos presentes en los
fotosistemas y las membranas tilacoidales
donde tiene lugar la fotosintesis (Achary et al.,
2015; Del Rio, 2015). La degradacion de los
pigmentos clorofilicos también ha sido
relacionada con un aumento de la actividad
clorofilasa, que destruye estos pigmentos al
separar el fitol del anillo tetrapirrélico en la
molécula (Jamil et al., 2012). Otro factor que
pudo incidir fue el agotamiento de magnesio
en el medio, el cual es un constituyente
estructural de las clorofilas (Barcel6 et al.,
2002). Sin embargo, se requieren otros
estudios para validar estas hipétesis en el
cultivo de henequén.

De igual forma, las concentraciones de
carbohidratos solubles totales y azlcares
reductores fueron inferiores (Tabla 1). Esto
puede estar asociado con el agotamiento de
los nutrimentos en el medio de cultivo, en
particular los azucares, lo cual puede provocar
que las plantulas utilicen las reservas
energéticas de los tejidos en funcién del
mantenimiento de la homeostasis celular. En
condiciones de estrés por déficit de nutrientes,
ocurre un aumento de la respiracion de
mantenimiento para generar energia metabdlica
en funcién de incrementar la sintesis de
proteinas transportadoras de membrana vy
lograr un aumento en la absorciéon de los
nutrientes (Barcel6 et al., 2002).

Sin embargo, las plantas con mayor tiempo de
enraizamiento (aclimatizadas in vitro)
mostraron un aumento significativo en el
contenido de proteinas solubles totales, fenoles
solubles, flavonoides, terpenos y antocianinas
(Tabla 1). En relacién con el contenido de
proteinas solubles, estos resultados no
coinciden con los obtenidos por Pant et al.
(2014) quienes refirieron una disminucién en
la concentracion de proteinas totales en plantas
de Trigonella foenum-graecum L. var. ‘RMt-303’
sometidas a estrés hidrico.

El aumento en los niveles de proteinas
observado en el presente trabajo puede estar
relacionado con un mecanismo antiestrés para
compensar la diferencia de potencial osmético
entre los tejidos de la planta y el medio de
cultivo. De esta manera la planta puede reducir
la pérdida de agua en un medio con déficit
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hidrico. Esto concuerda con otros autores
quienes han encontrado un incremento en las
concentraciones de proteinas y aminoacidos
en plantas sometidas a estrés hidrico y salino
(Sunita et al., 2014).

El aumento en la concentracion de polifenoles
solubles, flavonoides, terpenos y antocianinas
pudo estar relacionado con una respuesta
antioxidante de las plantas frente a condiciones
de estrés. Los compuestos polifenélicos han
sido descritos como agentes antioxidantes
potentes, los cuales pueden contribuir a
restablecer el estado redox celular (Zubair et
al., 2013; Jain et al., 2015; Kendir y Kérodlu,
2015).

Los resultados coinciden con estudios
realizados en Trifolium repens L., donde se
observé un aumento en las concentraciones
de flavonoles en condiciones de estrés por
déficit hidrico (Hofmann et al., 2003). De
manera similar, se observaron niveles
constitutivamente elevados de flavonoles y
antocianinas en diferentes variedades y
ecotipos de esta especie, que mostraron una
mayor tolerancia a sequia y a estrés por luz
ultravioleta (Holfmann, 2003). Esto indica que
niveles elevados de metabolitos
fenilpropanoides pudieran tener una funcion
protectora contra estreses abidticos en estas
plantas (Dixon y Paiva, 1995).

De igual forma, el agotamiento de los
nutrimentos y el acido naftalenacético en el
medio de cultivo de enraizamiento también
pudieron incidir en los cambios bioquimicos
observados, ya que éstos pueden atenuar los
efectos fisioldgicos de los estreses abidticos
(Khan et al., 2012; Igbal et al., 2013). El azufre
por ejemplo, es un componente estructural de
numerosos compuestos como el glutation,
cuya forma reducida constituye un agente
antioxidante eficaz, especialmente en
condiciones de estrés (Szalai et al., 2009).

El estudio histologico de la epidermis en las
plantas mostr6 diferencias morfolégicas
(Figura 1). Los principales cambios con el
tiempo de aclimatizacién in vitro estuvieron
relacionados con un aumento del tamafio de
las células epidérmicas tipicas y un menor
aguzamiento en los extremos, asi como un
incremento en el grosor de las paredes
celularesy la presencia de estomas tetraciticos
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Figura 1. Epidermis abaxial de hojas de plantas de A. fourcroydes cultivar ‘Sac Ki'. A,
(400x) plantas con 30 dias de enraizamiento in vitro, B (400x) plantas aclimatizadas in
vitro, CA células acompafiantes, ES: estoma, CE: célula epidérmica tipica.

mas desarrollados, lo que evidencié un mayor
desarrollo del aparato estoméatico. Estos
caracteres adaptativos se manifiestan
normalmente en las plantulas durante la
aclimatizacion ex vitro (Gonzélez, 2001).

Las plantas aclimatizadas in vitro mostraron un
porcentaje de supervivencia del 87% y
alcanzaron las caracteristicas fenotipicas
deseadas para esta fase alos 25 dias de cultivo.
Estos resultados pueden estar relacionados
con una preadaptacién de las plantas durante
un periodo de tiempo prolongado en la fase in
vitro. Los cambios fisiolégicos y bioquimicos
desarrollados durante la aclimatizacién in vitro
de las plantas pudieron contribuir a un mayor
desarrollo y control del aparato estomatico, del
proceso de transpiracion y del balance hidrico
en las plantulas durante la etapa ex vitro. Otra
caracteristica anatomica que pudo influir en la
supervivencia de las plantas fue el desarrollo
de ceras epicuticulares que reducen la
velocidad de transpiracion (Hassanen y Khalil,
2013). Los valores de supervivencia fueron
similares a los informados por Abreu (2009) en
Agave fourcroydes Lem. con plantas in vitro
de un mes en medio de cultivo de
enraizamiento, pero utilizando una humedad
relativa superior del 90%.

Las transformaciones fisiol6gicas como el
desarrollo del aparato estomatico en las plantas
aclimatizadas in vitro, pudieron influir también
en una reduccion del tiempo de aclimatizacion
de 25 dias, en relacién con los resultados
informados por Abreu (2009) y Garriga et al.
(2010) de 30y 45 dias respectivamente. Estos
resultados pueden estar relacionados también
con un incremento en el contenido de proteinas

y otros compuestos antioxidantes como los
fenoles y los pigmentos antocianicos y
flavonoides que pudieron contribuir a atenuar
el periodo de estrés a que estdn sometidas las
plantas cuando se exponen al ambiente ex vitro
lo que incidi6é en una diminucion en el tiempo
de aclimatizacion con un porcentaje de
supervivencia elevado sin necesidad de
humedad relativa tan alta. No obstante, es
necesario realizar estudios posteriores para
verificar si estas caracteristicas se traducen
en mayor calidad de las posturas para su
traslado a la fase de vivero y un anAlisis
econdémico de la factibilidad de este proceso.

CONCLUSIONES

La aclimatizacién in vitro de plantas de A.
fourcroydes cultivar ‘Sac Ki' provoca cambios
bioguimicos y fisiol6gicos que se caracterizan
por una disminucién en los contenidos de
clorofilas, carbohidratos solubles totales y
azUcares reductores asi como un aumento de
la concentracion de proteinas solubles totales
y metabolitos secundarios como fenoles
solubles, terpenos, flavonoides, antocianinas y
un mayor desarrollo del aparato estomatico en
comparacién con plantas que solo fueron
enraizadas.
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