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Resumen
Con el objetivo de establecer criterios para el proceso de aclimatación de plantas de henequén y su
seguimiento en la etapa de vivero, se llevaron a cabo tres experimentos independientes. Las plantas
fueron micropropagadas siguiendo el protocolo establecido por González (2001). En el primer experi-
mento se evaluó el efecto del tamaño de las plantas sobre la tasa de supervivencia durante la aclimata-
ción. Los mejores resultados correspondieron a los calibres superiores a 6,9 cm. En el segundo experi-
mento se evaluó el efecto de diferentes niveles de materia orgánica (MO) en el sustrato, obteniéndose
los mejores resultados para la combinación con un 10% de MO. En el tercer experimento se estudiaron
diferentes condiciones de la etapa de vivero, evaluándose diferentes tipos de sustrato y marco de plan-
tación. Los resultados mostraron que el tipo de sustrato influye significativamente en el comporta-
miento de las plantas en esta etapa. 

Palabras clave: Propagación in vitro, Adaptación, Sustrato Orgánico, Fibra natural.

Summary
Acclimatization of micropropagated henequen plants (Agave fourcroydes Lem.). Study of different
nursery conditions
Three independent experiments were carried out in order to establish criteria for the process of
acclimatization of henequen plants and their pursuit in the nersery stage. Plants were micropropagat-
ed following the protocol developed by González (2001). In the first experiment the size effect of
plant let size on survival rate during acclimatization was evaluated. Best answers were obtained for
calibers higher than 6.9 cm. In a second experiment the effect of different levels of organic matter
(OM) in the substratum was evaluated in the sustrato. Best results are obtained supplementing sub-
stratum with 10% of organic matter. The third experiment analyses the effect of different substrate
and plantation parameters in nursery state. The results showed that the condition of the substratum
plays a significant role in acclimatization of micropropagated plants of henequen.

Key words: In vitro Propagation, Adaptation, Organic Substrate, Natural fiber. 
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Introducción

El henequén, como otros representantes del
género Agave, es una planta pentaploide
con fertilidad reducida (Piven et al., 2001) y
la escasa propagación mediante reproduc-
ción que pudiera tener lugar se impide por la
práctica habitual de cortar la inflorescencia
(Peña et al., 1997), para evitar los daños que
la floración causa a la calidad de la fibra.

Desde siempre el henequén se ha propaga-
do asexualmente a través de los hijos basales
o del rizoma, con posterioridad se incorporó
la propagación por bulbillos producidos por
la inflorescencia y en los últimos años se han
desarrollado tecnologías para la propaga-
ción a escala de laboratorio, (Madrigal et al.,
1990; Robert et al., 1992 , Peña et al., 1997;
González, 2001 y González et al., 2002) cada
una de estas vías asexuales de propagación
presenta ventajas y desventajas, y es precisa-
mente su utilización racional lo que puede
contribuir a que en menor tiempo se logren
plantaciones de henequén homogéneas y de
alta calidad en el país.

El cultivo in vitro de tejidos vegetales, es una
técnica que permite la propagación vegeta-
tive asépticas de miles de plantas genética-
mente similares a la planta madre, aunque
en la micropropagación se han observado
anormalidades en la anatomía de las hojas
como: un reducido desarrollo de la cutícula,
cierre estomático anormal (Sallanon et al.,
1993; Pospisilova et al., 1998), alta densidad
estomática (Santamaría et al., 1995) y ano-
malias en la estructura del parénquima en
empalizada (Dami y Hughes, 1995), que pro-
vocan la incapacidad de las plantas para con-
trolar la pérdida de agua después de ser
transferidas a condiciones ex vitro. Esto
sugiere que las condiciones in vitro, generan
diferencias en la anatomía y fisiología de las
plantas con respecto a las cultivadas en con-
diciones naturales (Pospisilova et al., 1997),
por ello necesitan para su supervivencia en

condiciones ex vitro una gradual aclimata-
ción a las condiciones medioambientales del
invernadero o de campo.

La aclimatación, es una de las fases críticas
en la propagación in vitro (Van Huylenbro-
eck y Debergh, 1996), cuando el material
micropropagado se transfiere a condiciones
ex vitro. Si esa transferencia no tiene éxito,
puede resultar en una significativa pérdida
del material propagado (Robert et al., 1999)
y afectarse en gran medida la calidad final
de las plantas y la eficiencia total del proce-
so (Agramonte et al., 1998). 

En el método tradicional de propagación de
henequen el paso por el vivero constituye
una fase importante porque en ella se logran
plantas sanas con buen desarrollo y se asegu-
ra una mejor selección del material y, en con-
secuencia una mayor uniformidad de las
plantaciones, las plántulas que son recogidas
en el campo para ser establecida en el vivero
no deben ser inferiores a los 15 cm y deben
ser agrupadas según su tamaño. Es difícil
lograr que plantas provenientes de la micro-
propagación alcancen este porte durante el
corto período de la aclimatación, tratar de
alargar esta etapa en función de cumplir el
objetivo anterior teniendo en cuenta todos
los recursos que se ponen en función de este
proceso es un gasto innecesario.

La propuesta de una etapa intermedia
entre la aclimatación y el vivero tradicional
(vivero) permite preparar a la planta para
soportar los rigores de las condiciones de
campo de forma menos agresiva, y lograr el
desarrollo adecuado que le permita en un
tiempo mínimo alcanzar el patrón de cali-
dad (15 cm) establecido por los productores
para entrar en la etapa de vivero. 

Este trabajo pretende evaluar algunos com-
ponentes de la fase ex vitro del proceso de
micropropagación para el cultivo del hene-
quén a partir de la metodología establecida
por González (2001). 



Materiales y métodos

Técnicas y procedimientos generales

a. Selección del material vegetal

En todos los experimentos se utilizaron
plantas seleccionadas de henequén (Agave
fourcroydes Lem.) variedad Sac ki o hene-
quén blanco de buena calidad, procedentes
del 8º subcultivo de micropropagación
según el protocolo de González (2001). Las
plantas fueron enraizadas durante 30 días
en medio MS (Murashige y Skoog, 1962),
suplementado con 0,5 mg/L de ANA, con las
sales de nitrógeno ligeramente modificadas
por Robert et al. (1992).

b. Preparación del material vegetal

Las plantas seleccionadas fueron extraídas
de los frascos in vitro y lavadas cuidadosa-
mente con agua corriente para eliminar el
agar de los brotes y raíces, podando estas
últimas para una mejor acomodación de la
palnta en el sustrato. Las plántulas de los
lotes experimentales fueron clasificadas por
su tamaño y fueron sometidas a un período
de 10 horas de imbibición en agua destilada
antes del trasplante y en el momento de la
siembra en la bandeja la parte basal y la
zona de las raíces se sumergieron en una
solución de oxicloruro de cobre de 14,5g/L
(De Faz y De Cossio, 1983) 

c. Condiciones del proceso de aclimatación

La aclimatación se realizó en invernadero
controlando la intensidad luminosa (Agra-
mante et al., 1998), a través de diferentes
condiciones creadas con el empleo de capas
de malla zaran de color negro, establecién-
dose una zona que permitía el paso del
30% de la luz (≈ 558,74 y 686,55 µmol/s.m2).
En estas condiciones las plántulas fueron
ubicadas durante las dos primeras semanas
y otra zona con el paso de la luz del 70% 

(≈ entre 1303,37 y 1602,04 µmol/s.m2), hacia
donde se trasladaron posteriormente hasta
su ubicación en vivero. Para la medida del
paso de la luz se utilizó un luxómetro del
tipo PU 150. 

Las plantas fueron trasplantadas en bande-
jas de poli espuma de 247 alvéolos (47 x 69
cm, volumen de alveolo 30 cm3), con un sus-
trato orgánico obtenido a partir de la pulpa
de henequén fermentado, solo o mezclado
con zeolita. El material orgánico fue tami-
zado a un diámetro de 0,6 cm.

La humedad relativa se mantuvo por enci-
ma del 90% durante las dos primeras sema-
nas, aplicándose entre 12 y 14 riegos diarios
en forma de neblina entre las 9:00 y las
16:00 h, a intervalos de 30 minutos y duran-
te 5 minutos, procurando la no incidencia
del agua de riego directamente sobre el sus-
trato, a partir de la tercera semana el inter-
valo se amplió a un riego cada 60 minutos,
disminuyéndose en un 50% el número de
riegos y manteniendo el tiempo de aplica-
ción. La humedad relativa se registró con un
hidrotermógrafo del tipo VEB. 

d. Condiciones del crecimiento en vivero

Para esta fase se utilizaron canteros de hor-
migón, con un área de 2,5 m2, rellenos con
residuos orgánicos de pulpa de henequén
fermentada o suelo, ubicados en condicio-
nes naturales en áreas de la propia universi-
dad. Durante toda la etapa se contó con la
posibilidad de riego, haciéndose una aplica-
ción diaria durante las 10 o 12 primeras
semanas, manteniendo la humedad del sus-
trato por debajo de los niveles de satura-
ción, posteriormente el intervalo se amplió
a un riego cada dos días, también con la
característica de humedecer por debajo de
los niveles de saturación.

Los experimentos se realizaron siempre de
abril a septiembre.

86 E. Abreu et al. ITEA (2007), Vol. 103 (2), 84-94



E. Abreu et al. ITEA (2007), Vol. 103 (2), 84-94 87

Experimento 1. Efecto del tamaño de las
plantas micropropagadas sobre la tasa de
supervivencia en la fase de aclimatación. 

Con el objetivo de evaluar el efecto del
tamaño de las plantas en la supervivencia
de las mismas, se crearon cuatros grupos o
categorías de acuerdo con su altura y porte,
en correspondencia con criterios estableci-
dos por Agramonte et al., (1998), Ortíz
(2000) y Yanes et al., (2000). A cada una de
estas categorías en estudio se le midió ade-
más el número de hojas (Nº de hojas) y la
masa fresca total (Mf.T). El experimento se
estableció con un diseño aleatorio, utilizán-
dose para cada tratamiento las plantas prove-
nientes de 25 frascos (125 plantas). Se toma-
ron datos de supervivencia comparándose las
siguientes variables: I (< 5 cm), II (entre 5 y
6,9 cm), III (de 7 a 9 cm) y IV (> 9 cm).

Experimento 2. Establecimiento de un sus-
trato adecuado para la aclimatación. 

Se utilizaron plántulas micropropagadas de
entre 7 y 9 cm. Se elaboraron mezclas de
residuo orgánico de pulpa de henequén fer-
mentada con zeolita, siguiendo los patrones
de calidad para sustratos orgánicos de
Paneque (1998). Los tratamientos de estu-
dio se establecieron a partir de cuatro nive-
les diferentes de materia orgánica en la
mezcla (tabla 2), calculados por la metodo-
logía de Paneque (1998), con diferentes
condiciones de densidad en el sustrato (0,59
- 0,71 g/ cm3), para cada tratamiento se ela-
boró un volumen de mezcla equivalente a
10 kg. Se utilizarón 40 plantas por trata-
miento. Se tomaron datos de supervivencia
de las 40 plantas a los 30 días y el área foliar
(Af) y el peso seco tota (Pst) se determinó a

Tabla 1. Análisis químico del material orgánico de pulpa de henequén fermentada en base húmeda.
(31,3% de humedad de campo)

Table 1. Chemical analysis of the organic matter of fermented henequen pulp in wet base 
(31.3% of field humidity)

% K C/N Dsp (g/cm3) % Ca % Mg % P % MO PH % N

0,03 10 0,48 1,49 0,26 0,07 22,4 8 1,30

Procesada por la técnica analítica para abonos orgánicos (Paneque et al., 1999).

Tabla 2. Variantes de estudio para el establecimiento de los sustratos
Table 2. Study variants for the establishment of substrates

Tratamientos % MO Densidad (g/cm3) Cantidad de los materiales mezclados en kg
** Zeolita *** Pulpa de henequén

1 8 0,71 6,43 3,57
2 10 0,66 5,54 4,46
3 12 0,62 4,65 5,35
4 14 0,59 3,75 6,25

Mezcla equivalente a 10 kg
** Zeolita sin cargar, con una densidad de 0,98 g/cm3, granulometría de 1-2 mm.
*** Pulpa de henequén con fermentación de 180 días, de la Empresa Henequenera Eladio Hernández
León. Tamizada a 60 mm.



88 E. Abreu et al. ITEA (2007), Vol. 103 (2), 84-94

los 45 días, utilizándose para estos dos últi-
mos indicadores un tamaño de muestra de
10 plantas por tratamiento. En el proceso
estadístico de los porcentajes de superviven-
cia por tratamiento se aplicó el análisis de
proporciones de la prueba de hipótesis y
para la comparación de las medias por
variante, referente a Af y Pst, se utilizó la
estimación de las medias con un nivel de
significación estadistica de p < 0,05.

Experimento 3. Estudio de diferentes condi-
ciones de la fase de vivero.

Se evaluaron diferentes tratmientos tenien-
do en cuenta el tipo de sustrato y el marco
de plantación, siguiendo las recomendacio-
nes técnicas para el cultivo del henequén
del Cuba Minagri (Cuba MNG, 1986). Como
resultados se evaluaron tres indicadores

relacionados con el vigor de las plantas:
Tamaño, Número de hojas y Grosor del
pseudotallo, de acuerdo con Otero (1999) y
Enríquez et al., (2000). Los muestreos se
hicieron en el momento del trasplante y a
los 150 días. En la tabla 3 se describen los
tratamientos de estudio a partir de los fac-
tores evaluados.

El diseño desarrollado fue un totalmente
aleatorizado con arreglo bifactorial, con un
total de 6 tratamientos y tres repeticiones
por tratamiento; en cada unidad experi-
mental se utilizó un total 35 plántulas.

En el procesamiento de los resultados se
aplicó un análisis de varianza para el 95%
de significación y la prueba de rangos múlti-
ples de Duncan para la discriminación de las
medias. 

Resultados y discusión

Experimento 1

En la tabla 4 se muestra el efecto del tama-
ño en la supervivencia de las plantas de
henequén micropropagadas.

Se destaca un efecto significativo del tama-
ño y el peso fresco asociado a este en los
índices de supervivencia de las plántulas.

Las categorías III y IV, en las que las plántu-
las presentan mayor tamaño (7-9 cm y >
9 cm) y peso fresco (> 0,89 g), alcanzan los
niveles de supervivencia más altos en un
sustrato 100% orgánico, difiriendo signifi-
cativamente de las categorías I y II, en las
cuales los porcentajes son inferiores al 15 y
32% respectivamente; lo que indica un
efecto positivo de las reservas adquiridas
por las plantas durante la micropropaga-

Tabla 3. Alternativas de estudio a partir de los factores evaluados
Tabla 3. Study alternatives according to the evaluated factors 

Tipo de Sustrato Marco de plantación (cm)
vivero 10 x 10 15 x 15

Cantero hormigón (I) P. henequén fermentada T1 T2
"             " (II) P. henequén fermentada más suelo. 1:1, v-v T3 T4
"             " (III) Suelo sólo T5 T6

Suelo: Ferralítico Rojo 
T1, T2, T3,T4,T5 y T6: tratamientos independientes
P. henequén (Residuo orgánico de pulpa de henequén fermentada)
v-v: Volumen-Volumen.
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ción para sobrevivir al estrés durante la acli-
matación, de acuerdo con Pospisilova et al.
(2000) y Kozait et al. (1991) y con Ortiz et al.
(1998b), Yanes et al. (2000) y Rodríguez
(2005) en cuanto a la influencia del tamaño
y el peso fresco en el éxito de la aclimata-
ción de plántulas de caña de azúcar, plátano
y piña, más significativo en henequén por
ser una especie de crecimiento lento. 

El henequén es una planta xeromórfica, con
un ritmo de crecimiento lento, pudiendo lle-
gar a emitir un adulto en condiciones favora-
bles entre 25 y 30 hojas anuales máximo
(Otero, 1999; Otero et al., 2000); se agrupa
además dentro de las plantas CAM. A desta-
car que los desordenes fisiológicos de las plan-
tas micropropagadas consecuencia del cultivo
in vitro señalado por Debergh y Zimmerman
(1991); Robert et al. (1992) y Pospísilová et al.
(1997), junto con el lento crecimiento de esta
especie, y la condición de planta CAM, hacen
que las plantas de henequén sean muy vulne-
rables durante los primeros 15 días de la acli-
matación, si no se utiliza un material adecua-
do con suficientes reservas nutricionales para

soportar el estrés del trasplante y el cambio a
un metabolismo autotrófico. El índice de
supervivencia se estabiliza en esta especie a
partir de los 30 días de aclimatación.

El total de individuos de las categorías más
pequeñas (< 7 cm), representan más del 50%
de la población en estudio, lo que puede
resultar, si no se corrige en una significativa
pérdida del material a propagar. Sí, pues el
tamaño de las plántulas y las condiciones de
sustrato resultan pues en una menor tasa de
supervivencia, inferior a lo obtenido en
laboratorios comerciales: 85-90% (Rodrí-
guez, 2005). Este mayor rendimiento se
debe al uso de plántulas de mayor calidad y
al control en vivero de factores como la
humedad relativa, la temperatura y la luz.
Hay que reseñar que las plantas de tamaños
inferiores a 7 cm de talla y de menos de
0,51 g de peso fresco reducen la tasa de
supervivencia, aunque el sustrato sea ópti-
mo. Hay pues que realizar una selección de
plantas de calidad en la fase de enraiza-
miento para obtener un rendimiento ade-
cuado del proceso de micropropagación.

Tabla 4. Efecto del tamaño de las plantas en la supervivencia bajo condiciones de sustrato 100%
orgánico (pulpa de henequén fermentada)

Table 4. Effect of plants size in the survival under substrate conditions of 100 % of organic matter
(fermented pulp of henequen)

Categorías % que Representan Indicadores % de Supervivencia 
Masa fresca (g) No de Hojas (30 días)

I (< 5 cm) 21,31 0,24 d ± 0,03 2,9 c ± 0,16 12,0 c ± 0,052
II (5-6,9 cm) 30,91 0,42 c ± 0,04 3,9 bc ± 0,20 31,8 b ± 0,043
III (7-9 cm) 27,40 0,89 b ± 0,07 4,8 b ± 0,20 76,92 a ± 0,046
IV (> 9 cm) 20,37 1,68 a ± 0,09 5,8 a ± 0,23 80,45 a ± 0,053

± (Error estándar)

Los tratamientos con letras diferentes difieren significativamente para p < 0,05. Cada dato de peso fresco
y No de hojas representa la media para n = 30
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Experimento 2

El sustrato de plantación es de gran trascen-
dencia para el éxito de la aclimatación de
las plantas micropropagadas, por lo que es
importante desarrollar un sustrato para
cada especie en estudio.

En la tabla 5 se muestra el efecto del sustra-
to en la supervivencia y desarrollo de las
plantas de henequén micropropagadas
como ocurre en otras especies (Agramonte
et al., 1998; Paneque, 1998 y Ortiz et al.,
1998a). Para todos los casos estudiados los
porcentajes de supervivencias fueron supe-
riores al 80% a los 30 días de la aclimata-
ción, alcanzando valores máximos significa-
tivamente diferentes para la combinación
de 8 y 10% de MO. Sin embargo para el
área foliar y peso seco total se obtuvieron
los valores mas bajos para la combinación
de 8%, siendo superiores y análogos para
las demás combinaciones. En la figura 1 los
intervalos de confianza para la media de
estos indicadores sugieren que en nuestras

condiciones, incrementos superiores al 10%
de MO no modifican significativamente en
el crecimiento de las plántulas.

Los menores porcentajes de supervivencia
en los tratamientos con mayor contenido de
materia orgánica, puden explicarse de una
parte, por la combinación de una mayor pre-
sencia de hongos del suelo en el sustrato y la
susceptibilidad de las plántulas procedentes
de la condición in vitro, y por otra, por los
altos niveles de humedad asociados a altas
proporciones de materia orgánica, que pro-
vocarían pudrición y muerte prematura de
las plántulas. Estos resultados indican que la
supervivencia disminuye al utlizar sustratos
ricos en materia orgánica durante la aclima-
tación, ya que en dichos sustratos proliferan
microorganismos patógenos o saprófitos
que pueden dañar las plantas (Eastmond et
al., 2000 y Yanes et al., 2000).

El uso de zeolita en los sustratos tiene efec-
tos positivos en el crecimiento de las plántu-
las (Ortiz et al., 1998a y Paneque, 1998).

Tabla 5. Efecto del sustrato en el comportamiento de las plantas durante la fase de aclimatación
Table 5. Effect of the substratum type in the behavior of plants during the acclimatization stage

% MO Proporciones de los DS. de la Mezcla Area Foliar Peso seco total % de superviencia
materiales mezclados en kg g/ (cm3) (cm2) (mg) 30 días

P.henequén      Zeolita

8 3,57 6,43 0,71 5,79 b 45,57 b 93,33 a

10 4,46 5,54 0,66 7,64 a 59,43 a 92,5 a

12 5,35 4,65 0,62 7,36 ab 54,28 ab 84,16 b

14 6,25 3,75 0,59 6,36 ab 54,98 ab 83,33 b

Es x 0,52 4,38

Los tratamientos con letras diferentes difieren significativamente. Cada dato de área foliar y peso seco
total representa la media para n = 30. El porcentaje de supervivencia se comparó para p < 0.05 
Es x: error estándar de la media
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Experimento 3

El resultado del análisis estadístico de los
tratamientos se muestra en la tabla 6. Para
los tres indicadores evaluados, los mejores
resultados se ubican en los tratamientos
donde se utiliza la pulpa de henequén o la
mezcla de esta con suelo (tratamientos 1, 2,
3 y 4) y solamente los tratamientos con el
suelo solo tuvieron un resultado significati-
vo para el marco de 10 x 10 cm en cuanto al
tamaño (tratamiento 5), coincidiendo estos
resultados con los obtenidos por Otero
(1999) referente a los factores marco de
plantación y sustrato, recomendando mar-
cos de 10 x 10 y 15 x 10 cm para establecer
semilleros o pre viveros para el cultivo del
henequén en propagación tradicional, con

la aplicación de enmiendas orgánicas al
suelo consistentes en resíduos de henequén
descompuestos, datos que también confir-
man Eastmond et al., (2000).

Los beneficios atribuidos al uso de la pulpa
como sustrato para establecer las plántulas
de henequén para diferentes métodos de
propagación, puede estar asociado con la
riqueza mineral de este material, estando
presente el calcio entre otros macroelemen-
tos como el nitrógeno, fósforo, potasio y
magnesio, dado que los terrenos para semi-
lleros o viveros, deben ser según los conoci-
mientos existentes en este cultivo, ricos en
cal y de pH neutro o alcalino. En la Estación
de Milingano, Otero, (1999) demostró que
el Calcio es un elemento de vital importan-
cia para los agaves, y en ausencia del mismo

Esx ± 0,52 Esx ± 4,38

Figura 1. Comportamiento de los intervalos de confianza de las medias para el área foliar y el peso
seco total, con un 95% de confiabilidad, para diferentes niveles (%) de materia orgánica (MO) en el

sustrato. Intervalos que se solapan no difieren significativamente.
Figure 1. Behavior of the confidence intervals of mean values for the folial area and the total dry

weight, with 95% confidence level, according to different levels (%) of organic matter (MO) in the
substrate. Overlapped intervals implicated not stadisticaly significant differences.
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las palntas despues del trasplante son inca-
paces de emitir raíces y mueren cuando se le
acaban sus reservas nutritivas. Es importan-
te señalar, que el cultivo del henequén a
pesar de su rusticidad responde con incre-
mentos significativos de su rendimiento
cuando es tratado con abonos minerales. 

El factor marco de plantación está funda-
mentalmente relacionado con la fitotecnia
del cultivo para que la distancia entre las
plantas permita el adecuado manejo cultural
(limpieza y recolección), evitando asi posibles
lesiones por las espinas Otero (1999).

Conclusiones

La talla igual o mayor a 7 cm, en plantas de
henequén, es óptima para su salida in vitro
y comienzo del proceso de aclimatación. 

El mejor sustrato para la aclimatación de
plantas de henequén de acuerdo con las
variantes estudiadas, es la de 10% de mate-

ria orgánica en la mezcla con una densidad
de 0,66 g/ cm3.

El desarrollo de las plántulas en la fase de
vivero se favorece con el empleo de la pulpa
de henequén fermentada como sustrato.
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