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RESUMEN

Se estudi6 la densidad estomatica, densidad de células epidérmi-
cas e indice estomatico, en las primeras once hojas maduras de plan-
tulas de aguacatero. Se utilizaron plantulas de las tres razas de agua-
catero (Antillana, Guatemalteca y Mexicana). Se encontrd que en las
primeras hojas (hasta la séptima), las plantulas de la raza Antillana
tuvieron menor densidad de estomas, la raza Mexicana mostr6 la ma-
yor densidad estomatica y la raza Guatemalteca fue intermedia. En la
hoja 11 se detecté la mayor densidad estomatica en las tres razas; la
raza Mexicana tuvo 419.3 estomas/mm?, seguida de la raza Antillana
con (360.6 estomas/mm™) y de la raza Guatemalteca con 305.9 esto-
mas/mm?. En las primeras hojas la densidad de células epidérmicas
fue mayor en la raza Guatemalteca, seguida por las razas Mexicana y
Antillana, y a partir de la octava hoja fue similar en las tres razas,
con una tendencia a incrementarse. El indice estomatico presenté ba-
ja variacion en las diferentes posiciones en el tallo, pero con diferen-
cias entre las tres razas con el siguiente orden: Mexica-
na> Antillana > Guatemalteca.

Palabras clave: Persea americana Mill., raza Antillana, raza Mexi-
cana, raza Guatemalteca, estomas.

SUMMARY

Stomatal density, epidermal cell density and stomatal index, in
the first eleven mature leaves of avocado seedlings were studied.
Three avocado races (Guatemalan, Mexican and West Indian) were
evaluated. It was found that up to the first seven leaves, West Indian
seedlings had the lowest stomatal density. Mexican seedlings showed
the highest stomatal density and the Guatemalans had intermediate
values. In the eleventh leaf stomatal density was highest in the three
races; in Mexican, West Indian and Guatemalan seedlings values
were 419.3, 360.6 and 305.9 stomata/mm’, respectively. In older
leaves epidermal cell density was greatest in the Guatemalan race,
followed by Mexican and West Indian races; and from the eighth leaf
onwards the three races were similar, with a trend to increase. The
stomatal index was similar in different leaf position on the stem, but
with differences among the races as follows: Mexican>West In-
dian > Guatemalan.

Index words: Persea americana Mill., Guatemalan Race, West In-
dian Race, Mexican Race, stomata.
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INTRODUCCION

En las plantas superiores varias funciones fisiologicas
importantes involucran intercambio de gases entre la at-
mdsfera y la hoja. El intercambio de gases generalmente se
lleva a cabo a través de los estomas en la epidermis. Los
estomas son responsables de la toma de CO: y de la pérdi-
da de agua durante la transpiracién bajo las cambiantes
condiciones ambientales. Por ello, la informacién acerca
de la morfologia, densidad y frecuencia de los estomas es
importante para el mejor entendimiento del intercambio de
gases.

La hoja del aguacatero (Persea americana Mill.) es
hipoestomatica, con estomas sélo en la superficie abaxial
(Heisman, 1939). Segin Morales-Escobar ef al. (1992),
los estomas estan distribuidos uniformemente en la super-
ficie abaxial, sin diferencias entre la parte apical, media y
basal de la hoja.

Estudios en razas y cultivares de aguacatero bajo dife-
rentes condiciones y etapas de desarrollo, han mostrado
que la densidad estomaitica puede variar de 100 a 610 es-
tomas por mm’ (Kadman, 1965) Segin Chartzoulakis ef al.
(2002) la anatomia foliar en aguacatero esta influenciada
por condiciones ambientales; tal es caso de la sequia, que
caus6 reduccion en varias caracteristicas anatémicas, por
lo que es probable que también cambie la densidad estomé-
tica. El sombreado podria ocasionar diferencias atin dentro
del misma dosel del arbol, como en manzano (Malus do-
mestica Borkh.), en el que ocasiona una reduccion en la
densidad estomatica (Cowart, 1936).

La variacion en el nimero de estomas por unidad de
superficie es una caracteristica intrinseca del cultivar de
aguacatero, con diferencias hasta de 100 % (Barrientos-
Pérez y Sanchez-Colin, 1983; Barrientos-Priego vy
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Sanchez-Colin, 1987). En arboles de 4 meses, 9, 15 y 23
afios de edad, Saavedra (1993) detectd que la densidad es-
tomatica es muy estable en cada cultivar, como también se
encontrd en el portainjerto clonal de manzano M27 de 2,
6, 9 y 22 afios de edad (Beakbane y Majumder, 1975).
Conviene aclarar que en el primer caso se trataba de injer-
tos y en el segundo de acodos, de modo en ambos casos
las plantas ya habian terminado la etapa juvenil y estaban
en etapa adulta.

Otra posible fuente de variacion es el desarrollo y posi-
cion de las hojas. Ticha (1982) sefiala que la densidad es-
tomatica tiende a incrementarse en hojas completamente
expandidas al avanzar de la base al apice caulinar en plan-
tulas derivadas de semilla, basado en datos de varias publi-
caciones. Sin embargo, en plantulas de aguacatero deriva-
das de semilla no se han estudiado las posibles diferencias
en densidad estomatica entre hojas con diferente posicién
en el tallo.

Es comin que los investigadores utilicen en sus estu-
dios plantulas de aguacatero derivadas de semillas en esta-
do juvenil; incluso se ha propuesto hacer preseleccion de
genotipos en estado de plantula con base en la densidad
estoméatica (Barrientos-Pérez y Sanchez-Colin, 1983). Es
necesario entonces evaluar la densidad estomatica en hojas
de diferente posicion en el tallo, para asi poder considerar
dicho factor en estudios que involucren plantulas derivadas
de semilla, para evitar sesgos en los resultados y conclu-
siones inadecuadas. El objetivo de este estudio fue analizar
la densidad e indice estomatico en hojas ubicadas desde la
base hasta el apice caulinar en plantulas de aguacatero de-
rivadas de semilla.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas derivadas de semilla de poliniza-
cion libre de las razas Antillana (P. americana var. ameri-
cana Mill.), Guatemalteca (P. americana var. guatemalen-
sis Williams), y Mexicana (P. americana var. drymifolia
Schlect. & Cham.). Con estas razas se espera encontrar
mayor variabilidad genética, sobre todo por ser provenien-
tes de polinizacion libre, pero menor variabilidad que de-
ntro cultivares de aguacatero que generalmente se forman
por hibridacién. Las semillas fueron obtenidas de los ban-
cos de germoplasma de la Fundacién Salvador Sanchez
Colin-CICTAMEX, S.C. en Coatepec Harinas, Estado de
México.

Se removié la cubierta seminal de las semillas y los
embriones fueron tratados con una solucién de benomyl
(Benlate™®) a 1.0 g L. Después, los embriones se sembra-
ron en macetas de polietileno negro de 90 x 230 mm, pre-
viamente llenados con un sustrato de textura franca. Las
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plantulas se desarrollaron en invernadero, a una tempera-
tura de 25/12 °C (dia/noche). Las macetas fueron regadas
cada dos dias a capacidad de campo.

Para el estudio de los estomas, se utilizaron tres plantu-
las de 150 dias después de germinadas, de cada raza.
Cuando las plantulas presentaron 11 hojas completamente
desarrolladas se midieron las variables que a continuacién
se indican.

Se obtuvieron impresiones epidérmicas de las hojas
completamente maduras; la técnica consistid en la aplica-
cién de barniz para uflas transparente en un area pequefia
(cerca de 50 mm?) en la superficie abaxial de la hoja. Des-
pués de que el barniz se secd, por aproximadamente 90 s,
la capa fue removida y montada en un portaobjetos. Se
tomaron dos muestras de cada hoja en la region de la parte
central entre las venas secundarias, y se observaron ocho
campos en un microscopio (Carl Zeiss, Alemania) con el
objetivo 40X. Se calculd el area con un portaobjeto mi-
crémetro y se determiné la densidad estomatica y de célu-
las epidérmicas por mm?. Con dicha informacion se calcu-
16 el indice estomatico (IE; Salisbury, 1928), de acuerdo
con la siguiente expresion: IE = [DE/(DE + DCE)] x
100; donde DE = densidad estomética, y DCE = densi-
dad de células epidérmicas. Después de obtener las impre-
siones foliares, se procedi6 a determinar el area individual
de cada hoja con un integrador LICOR modelo LI-3000
(Licor, Inc. Lincoln, NE., EE.UU.).

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al
azar, con un arreglo factorial de tratamientos, donde los
factores fueron las tres razas y las 11 posiciones de hojas
en el tallo. La unidad experimental consistié6 de ocho areas
microscopicas en cada hoja, y cada unidad experimental
tuvo tres repeticiones (tres plantulas). El mismo niimero de
repeticiones fue utilizado por Miskin y Rasmusson (1970)
en cebada (Hordeum vulgare L.) para estudiar la estudio la
frecuencia estomatica en hojas de diferentes genotipos,
aunque sdlo utilizaron dos areas microscopicas. Para el
area foliar, la unidad experimental fue hoja y se utilizaron
tres repeticiones. Se llevaron a cabo pruebas de Tukey
(0.05) para la comparacién de medias. Se calcularon los
coeficientes de correlacion entre las variables evaluadas,
tanto en forma conjunta como dentro de cada raza. Ade-
mas, se calcularon los errores estindar de las medias para
cada raza y cada posicién de la hoja en el tallo, procedi-
miento conveniente para separar medias cuando se tienen
pocos grados de libertad, de acuerdo con lo
indicado por Bryan-Jones y Finney (1983). Se hicieron
graficos con las medias y sus errores estandar, de acuerdo
con la posicién de la hoja y la raza. Para confirmar los re-
sultados obtenidos en el indice estomaético, se calculd la
linea de regresion e intervalos de confianza a una
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probabilidad de 5 % en cada raza, para cada posicion de la
hoja en el tallo.

RESULTADOS

El anilisis conjunto de todas las hojas mostr6 que la
densidad estomatica fue mayor en la raza Mexicana, se-
guida de la raza Guatemalteca y Antillana (Cuadro 1), res-
pectivamente. La densidad de células epidérmicas en la
raza Guatemalteca fue mayor que las otras dos razas y la
raza Antillana presentd la menor densidad. En el indice
estomatico la raza Mexicana tuvo el valor més alto, segui-
do de las razas Antillana y Guatemalteca. En contraste, la
raza Antillana present6 el area foliar mas alta, y sin dife-
rencias entre las razas Guatemalteca y Mexicana.

Cuadro 1. Densidad de estomas y de células epidérmicas, indice estomdtico, y
drea foliar en tres razas de aguacatero. Los promedios fueron obtenidos de 11
posiciones de hoja desde la base al dpice caulinar (n=8 en variables micros-
copicas y n=3 en drea foliar).

Raza Densidad es-  Densidad de células  Indice esto- Area
tomatica epidérmicas matico foliar
(estomas/mm?) (células/mm?) (%) (cm*/hoja)
Antillana 287.2¢' 971.9 ¢ 22.9b 87.6a
Guatemalteca  307.6 b 1247.1 a 20.1c 28.1b
Mexicana 3652 a 1069.0 b 255a 29.2b
DMS 9.9 43.2 0.5 13.5
CV (%) 151 % 192 % 113 % 47.5 %

TValores con la misma letra en cada columna no son diferentes entre si (Tukey,
0.05).
DMS= Diferencia minima significativa; CV= Coeficiente de variacion.

Las densidades estomadticas y de células epidérmicas
también variaron entre posiciones de hoja (P<0.05). Los
valores mas altos ocurrieron en la onceava hoja y los méis
bajos en la séptima hoja (Cuadro 2). Entre la primera y la
hoja 11 la diferencia fue de 55.2 estomas/mm’, que fue
significativa (P<0.05). En contraste, el indice estomético
fue menos variable, al fluctuar entre 22.3 y 23.3 %. El
area foliar aument$ significativamente de la primera a la
séptima hoja, y luego disminuyé ligeramente en las hojas
8-10, para alcanzar el maximo valor de 67.4 cm® en la
hoja 11.

La interaccidn entre raza x posicion de la hoja fue sig-
nificativa (P<0.05), en las variables: densidad estomatica,
densidad de células epidérmicas e indice estomatico, pero
no en area foliar.

Los coeficientes de correlacion muestran una asocia-
cién positiva y significativa (P<0.05) entre la densidad es-
tomatica y la densidad de células epidérmicas, y negativa
de esta dltima con el indice estomético, tanto en cada raza
como en forma conjunta (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Densidad de estomas y de células epidérmicas, indice estomdtico y
drea foliar en once posiciones de hoja, contadas de la base al dpice caulinar,
en plantas de aguacatero derivadas de semillas. Los promedios incluyen a tres
razas de aguacatero (n=8 en variables microscopicas y n=3 en drea foliar).

Posicion Densidad Densidad de Indice es- Area foliar
de hoja estomatica células tomatico (cm?/hoja)
(estomas/mm?)  epidérmicas (%)
(células/mm?)
1 306.7 be' 1093.1 be 22.3a 16.7 ¢
2 329.2b 1115.7b 23.2a 28.6 bc
3 329.1b 1139.3 ab 229a 36.7 abc
4 323.3 bc 1113.5b 229a 47.0 abc
5 318.8 bc 1075.4 be 23.2a 51.2 abc
6 313.6 bc 1064.4 bc 23.1a 59.9 ab
7 299.8 ¢ 998.5 ¢ 23.3a 65.4 a
8 305.4 bc 1032.9 be 22.8a 56.8 ab
9 306.7 bc 1049.9 be 22.6a 49.0 abc
10 325.5 be 1140.2 ab 22.3a 52.4 abc
11 361.9a 1233.4 a 22.6a 67.4a
DMS 26.1 113.7 1.4 36.1
CV(%) 151 % 19.2 % 11.3 % 475 %
TValores con la misma letra en cada columna no son diferentes entre si (Tu-
key, 0.05).

DMS = Diferencia minima significativa; CV= Coeficiente de variacion.

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion entre variables evaluadas en hojas de
pldntulas de aguacatero derivadas de semilla provenientes de la razas Antilla-
na (A), Guatemalteca (G), Mexicana (M), y analizadas en conjunto (C).

Factor Densidad Densidad de célu- Indice Area
estomatica las epidérmicas estomatico foliar
A: 0.894** A: -0.074ns A: 0.123 ns
Densidad - G 0.863**  G: -0.229ns G: -0.103 ns
estomatica M:  0.863** M: 0.057ns M: 0.169 ns
C 0.662**  C: 0.238ns C: -0.248 ns
Densidad de A: -0.505%* A: 0.268 ns
células epi- - G: -0.660** G: -0.042ns
dérmicas M: -0.449*%* M: 0.013 ns
C: -0.557* C: -0.195ns
Indice A: -0.246 ns
estomatico - G: -0.131ns
M: 0.282 ns
C:  -0.064 ns

Area foliar -

ns, **; no significativo y significativo con P<0.01, respectivamente.

Las densidades estomaéticas de cada posicion de hoja en
el tallo, se presentan en la Figura 1 para las tres razas de
aguacatero. La raza Antillana tuvo el menor nimero de
estomas por mm?’ hasta la séptima hoja; en posiciones su-
periores la densidad de estomas en esta raza se increment6
gradualmente hasta la onceava hoja, donde alcanz6 350
estomas por mm?. En el caso de las razas Guatemalteca y
Mexicana las densidades estomaticas fueron bastante simi-
lares de la primera a la cuarta hoja; después de esta
posicién, la densidad estomatica en la raza Mexicana se
mantuvo hasta la novena hoja (350 estomas/mm?), y luego
aument6 en la décima y onceava hojas hasta alcanzar un
valor maximo de 410 estomas/mm?. En contraste, la raza
Guatemalteca present6 una reduccién considerable a partir
de la sexta hoja, misma que se prolongé hasta la octava
hoja, para después mantenerse hasta la décima hoja, e in-
crementarse un poco en la onceava hoja.
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Figura 1. Densidad estomdtica en hojas de acuerdo a su posicion en el
tallo de la base al dpice caulinar, en pldntulas derivadas de semilla de
tres razas de aguacatero (Persea americana Mill.). Cada punto representa
el promedio de tres repeticiones derivadas de ocho observaciones micros-
cdpicas por repeticion + error estdndar.

La densidad de células epidérmicas fue mayor en la ra-
za Guatemalteca que en las otras dos razas, desde la pri-
mera a la séptima hoja. Después de la sexta hoja su densi-
dad disminuy6 considerablemente, pero al final tendid a
recuperarse (Figura 2). Las diferencias entre las razas
Mexicana y Antillana se mantuvieron s6lo hasta la quinta
hoja; después los valores fueron muy similares entre am-
bas razas, con un incremento gradual hasta la hoja 11. En
la raza Mexicana, la densidad de células epidérmicas se
mantuvo constante hasta la quinta hoja para después dismi-
nuir; en cambio, después de la quinta hoja la densidad co-
menzo6 a incrementarse gradualmente en la raza Antillana.

El indice estomatico se mantuvo relativamente estable
con pocas diferencias entre posiciones de hoja, en las tres
razas de aguacatero (Figura 3). El andlisis de regresion
confirm6 que no hubo asociacién de dicho indice con la
posicién de la hoja (Figura 3). Sin embargo, hubo diferen-
cias entre razas en la mayoria de las hojas, como lo mues-
tran sus respectivos intervalos. La raza Mexicana superd
en indice estomdtico a la raza Antillana, y ésta a la raza
Guatemalteca.

La raza Antillana presentd la mayor area foliar y la
mayor variacion en tamafio de hoja al cambiar de posicion,
en comparacion con las otras razas en las que area foliar
de cada hoja present6 cambios pequefios (Figura 4).
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Figura 2. Densidad de células epidérmicas en hojas de acuerdo a su posicion
en el tallo, de la base al dpice caulinar, en pldntulas derivadas de semilla de
tres razas de aguacatero (Persea americana Mill.). Cada punto representa el
promedio de tres repeticiones derivadas de ocho observaciones microscopicas
en cada repeticion + error estdndar.
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Figura 3. Lineas de regresion (ecuacionesy coeficiente de determinacion)
e intervalo de confianza (P<0.05) del indice estomdtico, en hojas de
acuerdo con su posicion en el tallo de la base al dpice caulinar en plantu-
las derivadas de semilla de tres razas de aguacatero (Persea americana

Mill.). Cada punto representa el promedio de tres repeticiones derivadas
de ocho observaciones microscopicas en cada repeticion.

DISCUSION

La variacion en la densidad estomitica encontrada en
este estudio fue de 200 a 450 estomas/mm’, que coincide
con los reportes de Blanke (1992) en el cv. Fuerte (Mexi-
cana x Guatemalteca) y en plantulas derivadas de semilla
de la raza Mexicana (Morales-Escobar et al., 1992). Sin
embargo, no coinciden con los datos de 100 a 120 esto-
mas/mm? reportados por Kadman (1965) en plantulas deri-
vadas de semilla de las razas Mexicana y Antillana. Estas
discrepancias puede atribuirse a que las evaluaciones de
este estudio sdlo se realizaron en las primeras once hojas
de las plantas, a las condiciones en que se realizd el
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estudio, y al origen de los genotipos. Si las plantas de
aguacate hubieran sido desarrolladas en condiciones de ba-
ja intensidad de luz, podrian haber tenido menor densidad
de estomas, como se ha reportado en manzano (Cowart,
1936).
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Figura 4. Cambios en el area foliar de hojas individuales en funcion de

posicién en el tallo, contada de la base al apice caulinar, en plantulas de-

rivadas de semilla de tres razas de aguacatero (Persea americana Mill.).
Cada punto representa el promedio de tres repeticiones + error estandar.

Es posible que en densidad estomatica el aguaca-
tero ain no haya alcanzado estabilidad en la onceava hoja.
Dicha estabilidad implicaria mantener la densidad estoméa-
tica en las diferentes posiciones de la hoja en el tallo o bro-
te, tal como se ha sefialado para cultivares de aguacatero
(Saavedra, 1993) y para portainjertos de manzano (Beak-
bane y Majumder, 1975), ambos en estado adulto pero de
diferente edad de injertados o enraizados, respectivamente.
Como no se evaluaron niveles superiores a la hoja 11, se-
ria conveniente estudiar otros niveles hasta detectar si se
logra la estabilidad en la densidad estomatica.

Los resultados aqui obtenidos coinciden parcial-
mente con los reportes de Garcia e Ichicawa (1979), quie-
nes no encontraron diferencias entre las razas horticolas
del aguacatero, con observaciones realizadas en la séptima
hoja. En el presente estudio, el andlisis conjunto con las
tres razas mostrd que la densidad mas baja ocurrié en la
séptima hoja y que hubo diferencias significativas entre las
tres razas, tanto en densidad estomatica como en indice
estomatico, en casi todas la posiciones de hoja; en cambio,
en densidad de células epidérmicas no hubo diferencias
genotipicas en las posiciones 8 a 11.

Las diferencias en area foliar, en teoria podrian
influir en las densidades estomaticas y de células epidérmi-
cas; sin embargo, al correlacionar estas variables no se en-
contrd asociaciéon alguna. Los resultados del analisis de
correlacién indican que no hay compensacién en la densi-
dad estomatica por el incremento del area foliar. Por tanto,
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tampoco hay compensacion en la densidad de células epi-
dérmicas ni en el indice estomatico.

El indice estomético presentd poca variacién entre posi-
ciones de hoja en el tallo, pero mostr6 claras diferencias en-
tre genotipos. Por tanto, el indice estomatico resulta un buen
indicador para diferenciar plantulas con fines de seleccion.
Este indice tiene la ventaja de compensar cambios en la den-
sidad estomatica con cambios en la densidad de células epi-
dérmicas y en el area foliar.

CONCLUSIONES

La densidad estomatica varié entre posiciones de las
hojas en el tallo de la plantula de aguacatero. El indice es-
tomatico tendié a ser constante en los diferentes niveles de
posicion de hoja en la plantula, y constituye un mejor atri-
buto para la identificacion de genotipos en etapas tempra-
nas del desarrollo, al menos hasta la hoja 11.
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