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RESUMEN

Las plantas del género Agave han provisto al ser humano de diversos materiales
que le han servido como alimento, bebida, proteccién y medicina. Los magueyes pueden
reproducirse sexual y asexualmente, tradicionalmente se reproducen por hijuelos y
bulbilos. Este tipo de reproduccion favorece el establecimiento exitoso del plantio, pero
también homogeniza las poblaciones haciéndolo susceptible al ataque de plagas y
enfermedades. Esto muestra la necesidad de aumentar la variabilidad genética en
plantaciones de Agave, lo que puede lograrse mediante la propagacion por semillas. El
objetivo de esta tesis fue caracterizar la germinacion y su relacién con la temperatura, y
conocer la viabilidad seminal en Agave angustifolia subsp. tequilana y A. mapisaga. Las
semillas se sembraron en cajas de petri con un sustrato de algodén y papel filtro
humedecidos con agua destilada. En cada caja se colocaron 20 semillas, que
constituyeron una unidad experimental que fue repetida 5 veces. Las cajas se colocaron
en una germinadora a las temperaturas constantes de 15, 20, 25, 30 y 35 °C. Se registro
la imbibicién como aumento de peso y la germinacion en el tiempo durante 30 d. La
viabilidad se evalud a las 24, 48 y 72 h después de colocar las semillas en una solucion
de 2,3,5- trifenil tetrazolio al 1%. Los datos obtenidos fueron evaluados con el analisis
de varianza (ANOVA) vy la prueba de comparacién de Tukey. Las semillas absorbieron
agua de acuerdo con las tres fases de imbibicion conocidas. Las semillas de A.
angustifolia subsp. tequilana embebieron 57% mas agua que las de A. mapisaga. La
imbibicién promedio aument6 con la temperatura, de 160% en 15 °C a 210% en 35 °C.
Agave mapisaga presentd una germinacion de 70% en contraste de las semillas de A.
angustifolia subsp. tequilana que germinaron al 26%. Agave angustifolia subsp.
tequilana presentd una proporcion de semilla inviable de 53% y sin embrion de 28%. La
germinacion y viabilidad seminal baja de A. angustifolia subsp. tequilana sugiere
problemas reproductivos, lo cual puede deberse a su escasa reproduccion sexual. En

contraste la germinacion y viabilidad A. mapisaga fueron normales.



SUMMARY

The Agave plants have provided humans from various materials that have served
as food, drink, protection and medicine. The maguey can reproduce both sexually and
asexually reproduce by runners traditionally and bulbils. This type of reproduction
favors the successful establishment of the plantation, but also homogenizes the
populations making it susceptible to attack by pests and diseases. This shows the need to
increase the genetic variability in Agave plantations, which can be achieved by seed
propagation. The aim of this thesis was to characterize the germination and its
relationship with temperature, and assess the viability seminal Agave angustifolia subsp.
tequilana and A. mapisaga. Seeds were sown in Petri dishes with a substrate of cotton
moistened filter paper with distilled water. In each box is placed 20 seeds, which
constituted an experimental unit that was repeated 5 times. The boxes were placed in a
germinating constant temperatures 15, 20, 25, 30 and 35 ° C. Were recorded as weight
gain imbibitions and germination time for 30 d. Viability was assessed at 24, 48 and 72
h after placing the seeds in a solution of 2,3,5 — triphenyl tetrazolium 1%. Data were
evaluated with analysis of variance (ANOVA) and Tukey's comparison test. Water
absorbed seeds according to the three phases of embedding known. The seeds of A.
angustifolia subsp. tequilana imbibed 57% more water than those of A. mapisaga.
Imbibitions increased with the temperature average of 160% in 15 to 210% at 35 ° C. A.
mapisaga presented a 70% germination of seed contrast A. angustifolia subsp. tequilana
that germinated to 26%. A. angustifolia subsp. tequilana presented a viable seed ratio of
53% and 28% without embryo. Germination and viability of A. angustifolia subsp.
tequilana seminal suggests low reproductive problems, which may be due to low sexual

reproduction. In contrast germination and viability A. mapisaga were normal.

Xi



INTRODUCCION

México es escenario del origen y evolucion del genero Agave. Estas plantas,
conocidas como magueyes, han sido utilizadas para satisfacer y complementar
necesidades basicas del ser humano (Granados, 1993). Los magueyes son plantas
adaptadas a condiciones de aridez, presentan raices ramificadas y someras, poseen
cuticula gruesa, son suculentas, tienen estomas hundidos y son perennes monocarpicas.
Ademaés, realizan metabolismo fotosintético tipo CAM (metabolismo acido de las
crasulaceas, por sus siglas en ingles). De acuerdo con Aguirre et al., (2001) estos son
algunos de los atributos que le permiten establecerse en zonas carentes de agua.

En México existe el 75 % de las especies, por lo cual es considerado como centro
de origen del género (Granados, 1993). De este porcentaje varios han sido aprovechados
para proveer alimento, techo, proteccién y medicina a diferentes culturas, asi como para
la produccidn de fibras o bebidas alcoholicas como el tequila, el pulque y el mezcal. La
preparacion de estas bebidas es la mas importante actividad econémica asociada con el
cultivo de Agave (Piven et al., 2001), ya que en lo que va del afio (enero- julio 2013) se
han utilizado 454.3 miles de toneladas de Agave para produccion de tequila y se produjo
una exportaciéon de 107.8 millones de litros a diferentes paises, una cifra bastante
considerable ya que en 2012 la produccion total fue de 253.2 millones de litros
(Consejo Regulador Del Tequila, 2013). Cabe destacar también el reconocimiento de
que los magueyes almacenan sus reservas como fructanos y la importancia creciente de
estos polisacaridos en la alimentacion saludable justifica el estudio de estos recursos
fitogenéticos (Mora-Lopez et al., 2011). Algunas especies de Agave se consideran un
recurso natural econémico utilizado para tratar diversas enfermedades, proponiéndose
como una opcién medica terapéutica efectiva no toxica y de muy bajo precio que se esta
acabando, con las pencas se preparan especificamente unguentos o cataplasmas; las
saponinas identificadas en los Agaves sirven como producto de partida para sintetizar
cortisona y hormonas sexuales para producir anticonceptivos, también registrandose su

uso como antidoto contra picadura de animales ponzofiosos. Ayon-pefia, (2007).



Perez, et al. (2003) menciona que existen especies de Agave consideradas como
medicinales, una de ellas es A. mapisaga, dichos usos son extensos de los cuales
sobresale el tratamiento del cancer y la leucemia, ya que se han realizado estudios en
animales comprobando su eficacia.

Todas estas cualidades han sido transmitidas de generacion en generacion, no
obstante y pese a la importancia de esta noble planta, en los albores del siglo XXI,
debido a la explotacion irracional, a lo inadecuado de su siembra asi como a las politicas
tendientes a sustituir el uso de fibras naturales por sintéticas y del pulque y el mezcal por
otras bebidas como la cerveza y brandi, el uso de maguey y sus derivados han ido
desapareciendo. En la actualidad a nivel laboratorio se contindan investigaciones para
mejorar su aprovechamiento industrial (elaboracion de celulosa, fructuosa, papel
moneda, insulina, plasticos, forrajes, etc.). Aydn-pefia, (2007).

Por su parte Garcia-Herrera et al., (2010) comenta que los Agaves desde épocas
precolombinas destacan en importancia por el uso que se les ha dado, actualmente este
recurso aungue con problemas en su uso y manejo, recobra vigencia desde el punto de
vista socioeconomico y agroecoldgico por los beneficios que trae a los pobladores del
medio rural y al medio ambiente donde se desarrolla, ya que es usado en la conservacion
de suelos para mantener el equilibrio del habitat propio del entorno donde crece. Lo que
nos lleva a fomentar la investigacion de la reproduccion y el rescate de esta valiosa
planta para el pueblo mexicano. Debido a la antigua e intensa relacion entre los humanos
y el Agave hay variantes con importancia regional, nacional e internacional, de las cuales
hay un conocimiento tradicional considerable y una variacion morfoldgica alta (Colunga
et al, 1996). Tal es el caso de A. mapisaga que es utilizado para la produccion de
aguamiel, mezcal y fibra, por tal motivo tiene grado de humanizacién alto. Mora-Lopez
et al. (2011) en su investigacion solo llego a encontrar esta especie en ambientes muy
humanizados, es decir, en plantaciones comerciales, de tal manera que la denominaron la
especie mas domesticada dentro de sus taxones. Los magueyes pueden reproducirse
sexual y asexualmente, tradicionalmente la propagacion se realiza a través de hijuelos y
bulbilos, segun Renddn (1990), una planta puede llegar a tener hasta 50 hijuelos. La
propagacion asexual también se debe a que se cree que las semillas de los magueyes son

inviables, y se ha sefialado que muchas especies de Agave de interés comercial tal es el



caso de Agave angustifolia subsp. tequilana se propagan solo por hijuelos (Aguirre et
al., 2001). La propagacion asexual favorece el establecimiento exitoso de la plantula.
Por otro lado, cuando la propagacion se realiza para producir materia prima para algunas
bebidas, se argumenta que con propagacion vegetativa, el tiempo para la maduracion de
la planta y su cosecha es menor que si se propaga por semilla (Granados, 1993). No
obstante, la homogeneidad que se genera con la propagacion asexual propicia mayor
susceptibilidad al ataque de plagas y enfermedades, esto muestra la necesidad de
aumentar la variabilidad genética en las plantaciones de Agave (Valenzuela-Zapata y
Nabhan, 2003). La variabilidad genética puede lograrse mediante la propagacion a través
de semilla, sobretodo, si se considera que la propagacion con plantones producidos a
partir de semilla podria competir favorablemente con la propagacion por hijuelos
(Aguirre et al., 2001). Diversas investigaciones sefialan que las semillas de Agave son
viables y carecen de latencia (Freeman et al., 1977; Pritchard y Miller, 1995; Pefia-
Valdivia et al., 2006; Ramirez-Tobias et al., 2012). Tal informacién sobre la capacidad
de germinacion de especies de Agave aumenta la posibilidad de su propagacion sexual.

En el caso de A. angustifolia subsp. tequilana no existen plantios derivados de
semilla, esto debido a la practica de eliminacion de la inflorescencia tan pronto como
emerge para la conservacion de los azucares, ya que para la produccion de tequila al
menos el 51% de los azucares debe de proceder de este Agave (Diario Oficial de la
Federacion, 1993). Los datos sobre la produccion de semillas y la eficiencia de la
germinacién estan disponibles para unas pocas especies de Agave (Escobar-Guzman et
al, 2008), siendo A. mapisaga una especie de la que casi nada se conoce a cerca de la
produccién de semilla y la eficiencia de la germinacién (o existen muy pocos datos
disponibles), por ser una especie reproducida principalmente por hijuelos.

Los factores que conducen a bajos niveles de germinacion y viabilidad de las
plantulas no se han investigado en detalle, aunque Ramirez-Tobias (2010) ha informado
de bajas eficiencias de germinacion para el caso de Agave angustifolia subsp. tequilana,
tal afirmacion plantea la pregunta sobre la viabilidad de estas semillas. Por todo lo
anterior esta investigacion pretende caracterizar la germinacion de dos especies de

Agave (Agave angustifolia subsp. tequilana y Agave mapisaga) en relacion con la



temperatura, ya que se tiene la sospecha de que las semillas presentaran germinacién

elevada en una temperatura o amplitud de temperatura determinado.

REVISION DE LITERATURA

Generalidades
Mesoamérica y Aridoamérica (como los antropdlogos han dividido a México) es

escenario del origen y evolucién del maguey (Agave spp.). En ambas regiones esta
planta ha sido utilizada desde los primeros pobladores, hasta la actualidad, para
satisfacer y complementar una serie de necesidades basicas. Cabe resaltar que de este
vegetal se obtienen bebidas embriagantes como el pulgque y el mezcal (Diodoro
Granados, 1993).

El género Agave, cuyo significado es "noble" o "admirable" fue dado a conocer a
la ciencia en 1753. Las plantas del género Agave son originarias del continente
americano, con la mayor concentracion de especies nativas de México
(aproximadamente el 75 %) en donde se les conoce con los nombres comunes de
"magueyes” o "mezcales”(Valenzuela Zapata, 2003)

Taxonomicamente el género Agave se ubica en la familia Agavaceae, los
magueyes son plantas adaptadas a condiciones de aridez, con raices someras y
ramificadas, cuticula gruesa, suculencia y estomas hundidos. Estos son algunos de los
atributos que le permiten establecerse en zonas carentes de agua (Aguirre et al., 2001).

Propagacion de Agave
Los magueyes pueden reproducirse sexual y asexualmente, y producen

abundante semilla. La propagacion de Agave se realiza tradicionalmente de manera
asexual, a través de hijuelos, en la naturaleza esta forma de propagacion favorece el

establecimiento exitoso de la plantula (Granados, 1993).



La produccion de plantones a partir de semillas histéricamente se ha
desestimado, porque aparentemente toma mas tiempo para que la planta alcance su
madurez, pero en ello nunca se toma en cuenta la edad de los hijuelos al momento de
plantarse; sin embargo, con los materiales y facilidades disponibles en la actualidad
parece factible la produccion masiva de plantones a partir de la semilla, los cuales al
establecerse, sin interrumpir su crecimiento, podrian competir favorablemente en edad
real a la madurez con los plantones de hijuelos. Cabe sefialar que la semilla de maguey
es muy abundante y carece de latencia, presenta una alta viabilidad y su germinacion es

répida y uniforme (Aguirre et al., 2001).

Inflorescencia
Una vez retraido el meristemo apical vegetativo, da pauta a la formacion de un

meristemo floral, ya iniciada la inflorescencia (o quiote) cubierto de bracteas, se somete
a un periodo de crecimiento rapido (hasta 5 cm por dia) hasta alcanzar una altura de
alrededor de 5-6 m. A una altura de aproximadamente alrededor de 4 m, las ramas
laterales o umbrelas comienzan a formar la inflorescencia. Gentry (1982) informo la

existencia de 20-25 umbrelas por planta, cada una capaz de producir cientos de flores.

Floracion de Agave
Las flores se presentan desde junio hasta septiembre, miden aproximadamente de

30 a 50 mm de largo, tubulares y marcadamente protandricas (en el transcurso de una
semana una panicula hace la transicion desde la condicién primordialmente masculina a
un estado pistilado femenino). Después de la polinizacion del ovario, se desarrolla una
capsula seca que contiene cientos de semillas, de forma triangular de unos 5 a 8 mm de
largo; cada fruto maduro contiene aproximadamente 216 semillas, sin embargo, y a
pesar de la gran cantidad de semillas aproximadamente el 84 % sufren mortalidad por

desecacion. (Granados, 1993).



Semillas
Las semillas son estructuras reproductoras que garantizan la supervivencia del

embrion desde que este se separa de la planta progenitora hasta que se inicia el
crecimiento de la plantula (Labrada, 2005).

Las semillas son resistentes a la desecacion, poseen reservas nutritivas y, ademas,
pueden presentar latencia, solo germinaran cuando las condiciones ambientales permitan
el optimo crecimiento, el control inicial de la germinacion es esencial para la

supervivencia de las especies (Simén-Martinez et al., 2006).

Germinacion de Semillas
La germinacion es el proceso fisiolégico por medio del cual se reinicia el

crecimiento del embridén, comienza con la imbibicién de la semilla y termina cuando

emerge la radicula. (Bewley y Black, 1994).

Procesos Fisiologicos de Agave
Los procesos fisiologicos como la germinacion y el crecimiento de las especies

de Agave son modificados por los factores ambientales en funcion de las caracteristicas
climaticas prevalecientes en las areas de distribucion de las especies (Ramirez-Tobias,
2010).

Asi, se postula que el factor ambiental mas importante que regula la germinacion
y latencia es la temperatura (Baskin y Baskin, 1988; Hilhorst, 1998). Tal regulacion de
la germinacion por los factores ambientales tiene repercusiones ecoldgicas al permitir el

inicio de la repoblacion en las condiciones ambientales adecuadas (Probert, 2000).



Prueba Bioguimica de Viabilidad con Tetrazolio
Geory Lakon desarrollo esta metodologia para probar la viabilidad de las

semillas. Esta prueba tiene como propdsito mostrar lo viable que es una semilla para
producir una plantula normal (mediante su potencial de actividad bioquimica), las
semillas no viables muestran deficiencias y/ o anormalidades de naturaleza para producir
una plantula de desarrollo normal (Labrada, 2005).

El objetivo de la prueba de tetrazolio es, realizar una estimacion répida de
viabilidad de las muestras de semillas en general. Esta prueba evalla con base en
patrones de tincion y permite identificar actividad enzimatica en tejidos (R. Labrada,
2005)

La prueba de viabilidad se realiza de la siguiente manera. Se utiliza una solucién
incolora de la sal cloruro de 2, 3,5 — trifenil tetrazolio al 1 6 5% (Segln sea el caso)
como un indicador de varios procesos de reduccién que ocurren en las células vivas
cuando se tiene actividad bioquimica. Una vez que la solucion de tetrazolio es absorbida
por la semilla, en las células vivas de los tejidos se lleva a cabo una reaccion quimica de
oxido-reduccidn, en la cual participan las enzimas deshidrogenasas (presentes en los
tejidos vivos), en esta reaccion los protones hidrogeno liberados (en el proceso de
respiracion) reducen a la sal de tetrazolio a formazan. El formazan es una sustancia
estable, no difusible, de color rojiza, que permite distinguir las areas vivas de las
semillas, de manera particular, del embrion. De esta forma, los embriones que se tifien
de rojo se consideran viables (Peters, 2000).

El color de las semillas es un factor muy importante, indicativo y determinante
de la viabilidad, pero durante el proceso de evaluacion, también debe tenerse en cuenta
otros aspectos que ayudan a la interpretacion y clasificacion de las semillas en los
distintos niveles de viabilidad (Labrada, 2005).

Meétodos de Evaluacion de la Germinacion
Los métodos de anélisis de la germinacion pueden diferenciarse en dos tipos.

1) Descriptivos o graficos, permiten hacer una evaluacién preliminar de los resultados.



2) Analiticos, los cuales consisten en la aplicacién de funciones matematicas que

describen el comportamiento germinativo de las semillas.

Métodos descriptivos

Gréficas de capacidad de germinacion. Se grafica el numero final de semillas

germinadas o el porcentaje final de germinacion en cada tratamiento. En estas graficas
se observa el efecto de los tratamientos en la capacidad germinativa, pero no muestran
como fue la distribucion de la germinacion en el tiempo.

Gréficas de germinacién diaria. Muestran el numero de semillas que germinaron cada

dia. Describen la distribucién de la germinacion ene le tiempo, por lo que se observa que
tan cercana es a una distribucion normal (la uniformidad) y el dia en el que se logra el
maximo ndmero de semillas germinadas.

Gréaficas de germinacién acumulada por intervalos de tiempo. Muestran la maxima

capacidad de germinacion y el tiempo (dias) en que se alcanza, la forma en que se
incrementa la germinacion, y su tiempo de inicio. Pero carece de los pardmetros precisos

de comparacion. (Gonzéalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996)

Métodos analiticos

Los indices de germinacién son formulas en las que se trata de relacionar los diferentes
parametros de la germinacion (Gonzélez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996)
Tiempo de latencia. Tiempo necesario para el inicio de la germinacion, las diferencias se

pueden determinar mejor cuando se grafica el inverso del tiempo (Come, 1968)

Pendiente de la porcién lineal. Es el porcentaje de semillas que germinaron en los

primeros dos dias, después del inicio de la germinacion (Come, 1968). El autor
Unicamente propone comparar los datos de los dos primeros dias, pero seria mas Util
considerar el porcentaje de germinacién acumulado hasta el punto de inflexion de la
curva.

Coeficiente de velocidad. Este indice se basa en el numero de semillas germinadas

inversamente relacionado con el tiempo y el nimero de semillas germinadas por dia.

cv- _2n

Zn,t;

100



Donde CV= coeficiente de velocidad, ni=numero de semillas germinadas el dia i,
ti= nimero de dias desde la siembra. (Kotowsky, 1926).
Es una medida de la distribucion de la germinacion en el tiempo, en relacion con el
numero de semillas germinadas, indice mas comunmente utilizado, sin embargo, no es
estrictamente el valor de la velocidad, sino el reciproco del tiempo medio de
germinacién (Heydecker, 1973).

Tiempo promedio de la germinacion. Segin Gordon (1971), resistencia a la germinacion

o inverso del coeficiente de velocidad segin Harrington (1962). Es una medida del

tiempo promedio de la germinacion que necesitan las semillas para germinar.

X(n,t.
r ==t

n,

Donde T= tiempo promedio de la germinacion, ti= nimero de dias después de la
siembra, ni = numero de semillas germinadas el dia i.

indice de germinacion. Scott et al (1984), utiliza la misma férmula que en el caso

anterior pero lo relaciona con el numero de semillas sembradas.

G 2. (nt)
N

Donde IG = indice de germinacidén, ni = numero de semillas germinadas el dia i,
ti= numero de dias después de la siembra, N= total de semillas sembradas.

Dicha férmula provee una medida del tiempo de germinacion en relacién con la
capacidad de germinacion y no proporciona informacion acerca de la distribucién de los
eventos de la germinacion en el tiempo. Si se compara la informaciéon que da el
coeficiente de velocidad refleja mas velocidad en sentido estricto que el indice de
germinacién, que es mas sensible a los cambios en la capacidad de germinacion.
(Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996)

Existen indices que intentan relacionar la capacidad de germinacion con el
tiempo de germinacién, algunos son:
indice de Abbot. Expresa la germinacion en funcion del tiempo con coeficientes (Abbot,
1955).




Velocidad de germinacion. Relacion del numero de semillas germinadas con el tiempo

de germinacion (Maguire, 1962)

Coeficiente de Timson. Es la sumatoria del numero de semillas germinadas a diario,

inversamente relacionado con el tiempo desde el inicio de la siembra (Timson, 1965).

Valor de germinacién. Es el producto del porcentaje de germinacién acumulada en el

punto de inflexion de la curva, por la medida del numero de semillas germinadas cada
dia (Czabator, 1962).

Estos indices son poco recomendados ya que se puede dar el mismo valor a dos
poblaciones con comportamiento diferente, por ejemplo, el indice de Timson podria dar
el mismo valor a una poblacion que germina el 90% el primer dia y 10% el decimo, que
a una poblacién que no germina en los primeros 9 dias pero germina el 100% el decimo
dia (Gonzéalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996). Se considera que el valor de Timson
solo seria un buen pardmetro si todas las muestras expresaran la misma capacidad
germinativa (Goodchild y Walker, 1971). Sin embargo, si existen diferencias en el
porcentaje de germinacion diaria, estas se enmascaran en el valor del indice, por lo que
su aplicacion no puede ser universal (Jassen, 1973). Ademas curvas similares que
difieren en el tiempo de inicio de la germinacion no se pueden diferenciar por este indice
(Naylor, 1981).
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal y Establecimiento de Experimentos
Se avaluaron dos especies de maguey con importancia economica e historica, por

ser empleadas para elaboracion de bebidas embriagantes, A. mapisaga y A. angustifolia
subsp. tequilana. Las capsulas de A. mapisaga se recolectaron en su ambiente propio,
para el caso de A. angustifolia subsp. tequilana, las semillas proceden de plantas que
crecieron en el Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi. Estas se llevaron al laboratorio para separar las semillas
de los frutos totalmente maduros y deshidratados, las capsulas fueron cosechadas en
madurez fisiologica.

Las semillas se sembraron en cajas de petri esterilizadas en autoclave. En cada
caja se coloco una capa de algodon y sobre éste un papel filtro. Todo este sustrato se
humedecio6 con agua destilada hasta su saturacion. Las semillas se colocaron sobre papel
filtro humedecido y se cubrieron con papel absorbente, posteriormente se coloco la tapa
de la caja de petri. En cada caja se colocaron 20 semillas, lo que constituyé una unidad
experimental que se repitié cinco veces. Las cajas con las semillas se colocaron en
temperaturas de 15, 20, 25, 30, 35 y 40°C, en una cdmara de germinacion (Lumistell
ICP- 19 d-c/iv). Durante el desarrollo del experimento se mantuvo la humedad en cada

unas de las cajas con la adicion de agua destilada

Medicion de la Imbibicion y de la Germinacion
Los parametros de germinacién fueron evaluados segun el método aprobado por

la Association of Official Seed Analysis (AOSA, 1983), modificado por Pefia-Valdivia
et al. (2002), a las temperaturas constantes de 15, 20, 25, 30, 35 y 40 °C. Los datos se
tomaron cada 24 h durante 30 dias. Al final de este periodo las semillas que presentaron
contaminacion fueron abiertas para constatar su inviabilidad.

Las semillas se consideraron germinadas cuando la radicula emergié de la testa

aproximadamente de 4 a 5 mm, tal como se muestra en la figura 1.

11



Figural. Semillas germinadas de A. angustifolia subsp. tequilana (superior) y de A.
mapisaga (inferior).

La imbibicién se registré como ganancia de peso de cada semilla (a causa de la
absorcidn de agua) con respecto a su peso inicial. Se realizaron lecturas del peso de las
semillas a diferentes intervalos de tiempo (cada 6 h el primer dia, 12 h el segundo dia y
24 h durante 30 dias), expresando los resultados en porcentaje de peso aumentado

respecto al peso inicial de la semilla.

Prueba Bioquimica de Viabilidad (Prueba por Tetrazolio).
El método se realizo en un laboratorio de la Facultad de Agronomia de la

UASLP. Se utilizo 2, 3,5- trifenil tetrazolio en una solucion al 1% como reactivo para
verificar la viabilidad. Se utilizaron trescientas semillas de cada especie, las cuales se
embebieron durante 24 h en agua destilada antes de colocarse en la solucion de
tetrazolio. Después de ser embebidas, para su preparacion solo fue requerida una
incision con bisturi paralela al eje hipocotilo, esto para facilitar la entrada de la solucion
a la semilla.

La unidad de observacion se constituyd por un grupo de 25 semillas, y se

prepararon doce grupos. Las semillas de cada grupo se colocaron en un vaso de
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precipitado con 50 ml de solucidon de tetrazolio. Cada vaso se tap6 y envolvio con papel
aluminio para mantener las semillas en total obscuridad, las cuales se dejaron reposar a
25 °C. La observacion de las semillas, luego de la accion de la solucion se realizo en tres
tiempos: a los 24, 48 y 72 h. En cada tiempo se analizaron cuatro grupos de 25 semillas
cada uno, es decir, cuatro repeticiones para cada especie.

La observacion se realiz6 de la siguiente manera: cada semilla se diseco con un
bisturi y se observo con un microscopio estereoscopico (marca MOTIC, modelo MAIN).
La viabilidad del embrion se definid con base en el patrén de tincion. El criterio fue que
un embrién se considerd viable cuando 2/3 partes del mismo se tefiia la semilla, pero
para el caso de aproximadamente el 90% de las semillas no se necesito criterio de

evaluacion ya que presentaban embridn totalmente tefiido o embridn sin tefiir.

La viabilidad se expreso en porcentaje mediante la siguiente férmula:

S No.de semillas teiiidas
Viabilidad = - X100
No.total de semillas

Disefio Experimental y Andlisis de Datos
Se utilizo un disefio experimental completamente aleatorio con cinco repeticiones

de cada uno de los tratamientos. Los factores a evaluados fueron: especie (Agave
mapisaga y A. angustifolia subsp. tequilana) y temperatura (15, 20, 25, 30, 35y 40 °C).
Para analizar los datos de las variables porcentaje de germinacion maxima, imbibicion
méaxima, porcentaje de semillas viables, inviables y semillas muertas (sin embrion) se
utilizo el andlisis de la varianza (ANOVA). Las curvas de imbibicién, germinacién en el
tiempo, las de respuesta a la temperatura se ajustaron con el programa Sigma Plot
Jandel Scientific (Version 7.1).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Imbibicién

Las semillas de las dos especies de Agave fueron permeables al el agua e
incrementaron su peso por imbibicidon con todas las temperaturas evaluadas. Pero un
aumento mayor sucedié en las temperaturas 30, 35 y 40 °C en ambas especies, al
alcanzar porcentajes de imbibicion mayores que 100% (Figura 2). Las temperaturas

bajas, 25, 20 y 15 °C promovieron una imbibicién de 100% o menor que.
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Imbibicién (%)
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20 -
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160 1 ' ' ' ' ' ' -
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Tiempo (h)
Figura2. Dinamica de imbibicion de las semillas a las primeras 48 horas, de A.
angustifolia subsp. Tequilana (a) y A. mapisaga (b) (—#— 15, —©— 20,
- 25 —A-30, -8-35 y % 40 °C). Las barras indican el error
estandar, n=5.
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La fase de imbibicion acelerada ocurrio durante las primeras 24 horas, en el caso
de A. angustifolia subsp. tequilana, un aumento mayor que 100% ocurrié en las
temperaturas 35 y 40 °C, oscilando su imbibicién entre 113 y 126%. Para A. mapisaga,
las temperaturas de 30, 35 y 40 °C promovieron una imbibicion entre 119y 127%, en el
caso de las temperaturas bajas de esta especie, la imbibicion oscilo entre 76 y 98% de
absorcion. En cuanto a A. angustifolia subsp. tequilana, la imbibicién con temperaturas

bajas oscilo entre 62 y 81%.

Imbibicion Maxima por Temperatura
Las temperaturas elevadas favorecieron la imbibicion de las semillas en ambas

especies de Agave. Conforme la temperatura de germinacion se incremento, también lo
hizo la cantidad de agua embebida, desde 160% en 15 y 20 °C, pasando por un promedio
de 190% en 25, 30 y 35 °C, hasta alcanzar un 210% en 40 °C (Figura 3). La imbibicion
maxima en 40 °C fue estadisticamente mayor que la registrada en 15 °C.

La relacion entre la tasa de imbibicion y la temperatura fue documentada por
Vertucci y Leopold (1987), y resulta del efecto de la viscosidad del agua sobre su
difusion en la semilla. La viscosidad del agua se relaciona de manera inversa con la
temperatura (Vertucci y Leopold, 1983). Lo que sefialan Vertucci y Leopold permite
sugerir que las temperaturas altas promovieron una acelerada imbibicion (Figura 2) y

una cantidad mayor de agua absorbida por las semillas (Figura 3).
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Figura3.  Imbibicion promedio de A. mapisaga y A. angustifolia subsp. tequilana, en
temperaturas de 15 a 40 °C respectivamente. Letras distintas en cada una de
las barras indican diferencias estadisticas entre temperaturas, segun la prueba
de Tukey con 0=0.05.

Imbibicion Promedio por Especie
Las semillas de A. angustifolia subsp. tequilana embebieron un promedio de

213%, una cantidad estadisticamente mayor que el 156% registrado en las de A.
mapisaga. La semilla de las dos especies estudiadas en esta investigacion tienen tamafios
distintos, la de A. angustifolia subsp. tequilana es mayor que la de A. mapisaga. Asi, la
diferencia de imbibicion por especie podria explicarse en parte por su tamafio (Figura 5).

Al respecto, Kikusawa y Koyama (1999) sefialan que la cantidad de agua
necesaria para germinar es directamente proporcional a la masa de la semilla. No
obstante, también que la tasa de imbibicion puede ser atribuida a caracteristicas de la
testa (Pascualides y Planchuelo, 2007; Nonogaki et al., 2007) y al grosor del

endospermo mas que al tamafio de la semilla.
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Figura4. Diferencia en porcentaje de la imbibicion promedio que tubo cada especie

A. mapisaga Yy BEEE ) angustifolia subsp. tequilana. Las barras
indican el error estandar.

Figura5. Diferencia en tamafio de semillas entre las dos especies estudiadas a) A.
mapisaga, b) A. angustifolia subsp. Tequilana.
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Dinamica de Germinacion en el Tiempo
La germinacion inici6 primero en A. mapisaga y después en A. angustifolia

subsp. tequilana, en la primera a los cinco dias y en la segunda a los 7 dias. Las
temperaturas de 25 y 30 °C promovieron una velocidad de germinacion mas rapida en
ambas especies, aungue con algunas diferencias. En A. mapisaga la maxima
germinacién se alcanzo en 10 dias y en A. angustifolia subsp. tequilana en 15 dias o
mas. Otra diferencia notable fue que la velocidad méaxima de germinacion en A.
mapisaga se registro en 25 y 30 °C y en A. angustifolia subsp. tequilana en 30 °C. Las
temperaturas 20 y 35 °C redujeron el inicio de la germinacion y su velocidad (Figura 6).
El patron de germinacion en relacion con la temperatura observado en esta
investigacién coincide parcialmente con lo registrado por Ramirez-Tobias et al. (2012),
quienes sefialaron que la temperatura 6ptima para la germinacion de siete especies de
Agave se encuentra en 25 °C o alrededor de este valor. Los mismos autores sefialan que
la temperatura 6ptima para la germinacion de A. angustifolia subsp. tequilana es 30 °C.
Esto sugiere que la germinacion de esta especie, en forma natural, ocurre en

temperaturas calidas.
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Figura 6.
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Efecto de la temperatura sobre la germinacion acumulada en semillas de A.
angustifolia subsp. tequilana (a) y A. mapisaga (b). Las barras indican el
error estandar, ( —— 15, —©—20, ~€-25, —a— 30, B35y X -
40 °C).
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Valor Maximo de la Germinacién Acumulada
La germinacién alcanzada durante los 30 dias que durd esta investigacion fue

estadisticamente mayor en A. mapisaga que en A. angustifolia subsp. tequilana. En A.
mapisaga se encontrd similitud estadistica de la germinacién entre las temperaturas de
15 a 35 °C, con un promedio aproximado de 70%. En contraste, la germinacién de A.
angustifolia subsp. tequilana alcanz6 un 26% en promedio, y en un intervalo de
temperatura menor, de 25 a 35 °C, donde no existieron diferencias estadisticas. Este
resultado manifiesta problemas en la reproduccién sexual de A. angustifolia subsp.
tequilana que posiblemente se deban a endogamia debido a la supresion de la
reproduccion sexual por la practica de retirar el escapo floral para la concentracion de
azucares en la pifia con el fin de producir tequila. Ambas especies han sido humanizadas
(Vargas-Ponce et al., 2007; Mora-Lopez et al., 2011), es posible que la carencia de
germinacion observada en A. angustifolia subsp. tequilana sea debida a una mayor
intensidad en su manejo.
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Figura7. Germinacion maxima de dos especies de Agave en diferentes temperaturas.
Las letras distintas en cada una de las barras indican diferencias estadisticas

entre temperaturas, segun la prueba de Tukey con 0=0.05. A. mapisaga
EZ23 y A. angustifolia subsp. tequilana Sl
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Viabilidad

La viabilidad se registr6 a las 24, 48 y 72 horas, aunque de acuerdo con los
resultados no dependio del tiempo, pero si de la especie. La especie que presento mayor
proporcion de embriones viables fue A. mapisaga con un promedio del 68% contra A.
angustifolia subsp. tequilana con un promedio de 19% (Figura 10). En A. mapisaga se
encontré un 31% de semillas con embrion inviable y poco mas de un 1% de semillas
carentes de embrion. Por el contrario, las semillas de A. angustifolia subsp. tequilana
presentaron embriones inviables en un 53%, y un 28% carecieron de embrién.

El porcentaje germinacién de A. angustifolia subsp. tequilana encontrado
(Figuras 9) es bajo (alrededor de 30%) en comparacion con otras especies de Agave
(80% o mayor), como se observé al compararlo con A. mapisaga en esta investigacion, y
como lo registraron Ramirez-Tobias et al. (2012) al compararlo con otras 7 especies.

Aproximadamente una tercera parte de las semillas de A. angustifolia subsp.
tequilana germinaron, otra tercera parte carecieron de embrion o endospermo y la
tercera parte restante presentaron embriones inviables. Escobar-Guzméan et al. (2008)
confirmaron la presencia de granos de polen que desarrollan tubo polinico anormal en A.
angustifolia subsp. tequilana. Se sugiere que estos granos de polen pudieran fertilizar al
ovulo dando lugar al desarrollo de la semilla, pero posteriormente abortar.

Es probable que la proporcién de embriones inviables de A. angustifolia subsp.
tequilana que presentaron también procedan de la fertilizacion con tubos polinicos
anormales y que esto represente condiciones de debilidad y en consecuencia mortalidad
del embrién en el corto plazo (Escobar-Guzman et al., 2008). Estos resultados confirman
la alerta sobre los problemas reproductivos de A. angustifolia subsp. tequilana, la
especie de Agave con mayor importancia econdmica, cuyas semillas sin embrion e
inviables sumaron el valor més alto de 81% contra las semillas viables las cuales solo

fueron de un 19%. En contraste, las semillas viables de A. mapisaga fueron un 70%.
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Figura 8.
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La figura muestra la viabilidad que se registro a diferentes horas, donde se
encontraron semillas M viables, £ inviables y EEE sin embrién.
A. angustifolia subsp. tequilana (a) y A. mapisaga (b). Las barras de
dispersion significan un error estandar y las literales en cada media sefialan
diferencias estadisticas segun la prueba de Tukey con o= 0.05, n=>5.
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El mayor porcentaje de semillas sin embridn se obtuvieron en la especie de A.
angustifolia subsp. tequilana con un porcentaje de 28% y A. mapisaga solo obtuvo un
1.3 % de este tipo de semillas (Figura 8). Escobar-Guzman et al. (2008) escarificaron
semillas de Agave tequilana y A. americana, observaron que una proporcion elevada de
la primera no contenia embridn y/o endospermo (figura 9). La elevada proporcion de
semillas sin embrién o endospermo de A. angustifolia subsp. tequilana confirmada por

esta investigacion explica, en parte, la baja germinacion registrada por esta especie.

Figura9. Comparacion de semillas de A .angustifolia subsp. tequilana , semilla
normal con embrion (izquierda) y sin embridn (derecha).

Escobar-Guzman et al. (2008) registro que la produccion de semillas y la
eficiencia de germinacién para A. angustifolia subsp. tequilana fue muy baja, en
diferentes tratamientos de polinizacidn que realizo en su investigacion, aungue la cruza

de polinizacion con A. americana produjo algunas semillas viables.

23



CONCLUSIONES

Las semillas de las dos especies fueron permeables y presentaron las fases tipicas
de la imbibicion, su velocidad de imbibicién fue estimulada por las diferentes
temperaturas, pero con tasas diferentes entre especies. En cuanto a germinacion se
refiere en el caso de A. mapisaga la temperatura optima de germinacion fue de 25 °C, y
para A. angustifolia subsp. tequilana fue en la temperatura de 30 °C.

Para el caso de A. angustifolia subsp. tequilana se confirmaron investigaciones
acerca de su baja capacidad germinativa, lo cual se explica por la proporcién elevada
(2/3) de semillas inviables y semillas con ausencia de embridn y/o endospermo. Los
resultados obtenidos sugieren incompatibilidad genética por causa de los efectos de la
endogamia y sus factores que afectan el desarrollo del polen (parteaguas para la
formacion del fruto), o de factores aberrantes en el desarrollo del gametofito femenino
que pueden estar relacionados con la baja fertilidad observada para esta especie.

Agave mapisaga presentd valores de germinacion similares a otras especies de Agave. A
pesar de ser una especie altamente humanizada, este hecho no ha influido en su

capacidad de germinacion
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