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RESUMEN

El continente Americano es considerado el centro de origen del género Agave,
con 200 especies, de las cuales 125 se encuentran en el territorio mexicano,
representando mas de la mitad de las especies descritas en el continente. Estas
plantas se encuentran facultadas para sobrevivir en condiciones climéaticas
adversas, principalmente originadas por temperatura y sequia; Agave celsii Hook.
var. celsii, forma grupos de rosetas blandas y suculentas de 100 a 120 cm de
diametro, crece sobre pefiascos de roca calcarea, donde el efecto de la baja
disposicion de agua en el sustrato altera la capacidad germinativa de las semillas.
El objetivo del presente trabajo es determinar el comportamiento germinativo de
las semillas y el desarrollo de plantulas de Agave celsii var. celsii en condiciones
controladas (in vitro); utilizando diferentes concentraciones de manitol O, 75, 85y
105 g/l, en el medio MS; y evaluar la supervivencia en condiciones controladas
(ex vitro). Se evalué el potencial hidrico (ya) de cada concentracion, asi como la
germinacion durante 30 dias, y supervivencia después de 12 semanas en
condiciones controladas ex vitro. Obteniendo los potenciales hidricos (ya) de -
0.87 -1.58, -1.61, -1.79 Mpa, para 0; 75, 85 y 105 g/l de manitol, se observé que
los porcentajes de germinacion y supervivencia en condiciones ex vitro fueron
disminuyendo a medida que se incrementd la concentracion de manitol
presentando 74.7, 14, 11, 8.3 % en las concentraciones de manitol, con 82.1,

52.8, 36.4 y 5.3 % de supervivencia en condiciones ex vitro respectivamente.



1.- INTRODUCCION

Agave es el género mas representativo de la familia Agavaceae, es endémico del
continente americano con una distribucion que se extiende desde el sur de los
Estados Unidos de Norte América, hasta Colombia y Venezuela, con el 75% de
estas especies distribuidas en México, (Garcia-Mendoza, 2002). Los agaves
presentan multiples adaptaciones a su ambiente natural, incluyendo Ila
reproduccion sexual de muchas especies que con la produccion de flores, frutos y
semillas, como una forma convencional de originar progenie (Nobel,1998); la cual
contendra informacion genética de los progenitores y puesto a que este tipo de
reproduccién involucra variabilidad, la informacion sera recombinada, generando
una amplia gama de posibilidades de plasticidad fenotipica con nuevas
oportunidades de supervivencia y establecimiento de forma individual, sin
embargo presentara altos costos energeéticos, originando poco éxito poblacional

(Rosas, 2002).

El establecimiento de nuevos individuos por la via sexual es poco frecuente
debido a las condiciones extremas de temperatura y disponibilidad de agua,
siendo uno de los factores cruciales que modula el crecimiento de las plantas en
el estrés hidrico, que se origina cuando la absorcién de agua por un cultivo es
mas baja que la demanda evaporativa de la atmésfera; afectando de manera
indirecta la produccion y viabilidad de las semillas que una planta puede producir

(Maldonado et al., 2002).



Tanto la sequia como la salinidad, son factores importantes para la agricultura y
son generadores de estrés hidrico, el cual entre otras cosas, impide a los cultivos
desarrollar su potencial genético (Zhu, 2002). Se ha sugerido que varias especies
de agaves no presentan reproduccion sexual, solo propagacion vegetativa la cual
puede originarse mediante la formacion de hijuelos en la base del tallo y la
formacion de bulbillos sobre la inflorescencia (Nobel, 1988; Arizaga y Ezcurra,

1995); evento que se presenta con poca frecuencia (Granados, 1999).

Agave celsii Hook. var. celsii, es una especie perenne; con ramificacion y
florecimiento axilar, se extiende formando grupos amplios y compactos de rosetas
blandas y suculentas, la inflorescencia que presenta tiene forma de espiga que
mide 1.57 a 1.60 m de altura, con frutos dehiscentes que albergan cientos de
semillas negras, de forma semiesférica y aladas (Gentry, 1982). Habitando en
pefilascos compuestos por rocas calcareas con dificil retencion de humedad; se
propone evaluar el efecto del potencial hidrico (W¥a) en la germinacién de semillas
y el desarrollo de plantulas de Agave celsii var. celsii, en medio de cultivo MS al
100 % de sus componentes adicionado con manitol; el cual ha sido utilizado como
agente osmatico para simular condiciones de déficit hidrico debido a que es un
compuesto quimicamente inerte y no toxico; planteando si existe una relacion
entre el incremento de las concentraciones de manitol en el medio de cultivo para
disminuir la disponibilidad de agua e inhibir o retrasar la germinacion, analizando

también la supervivencia de las plantulas durante su establecimiento ex vitro.
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2.- ANTECEDENTES

GENERALIDADES DE LOS AGAVES

Los agaves son plantas xerdfilas suculentas con una ruta fotosintética de tipo
CAM y una baja tasa de crecimiento; las hojas o pencas que tienen son de forma
lanceolada con una espina terminal y cubierta cerosa; generalmente son gruesas
de parénquima esponjoso de color que va desde verde lustroso brillante a azul
grisdceo opaco (Nobel, 1988); las cuales una vez desenrolladas comienzan a
desdoblarse hacia afuera con un arreglo en forma de espiral para formar la roseta

caracteristica de los agaves (Gentry, 1982).

Tienen raices de fibra dura poco profundas, presentan tallos gruesos; con
inflorescencias en forma de espiga o paniculadas con escapo largo semilefioso;
las flores son de color amarillo verdoso, presentando seis estambres; con anteras
amarillentas; ovario infero, trilocular, tricarpelar, el fruto es una capsula con
aspecto de baya, dehiscente con 3 alas, con numerosas semillas, las cuales son
triangulares, con endospermo carnoso Yy testa negra (Gomez, 1963; Gentry, 1982;

Lopez, 1989; Irish e Irish, 2000).

El sistema vascular se elonga a través de las hojas creando fibras que corren a lo
largo de toda la penca; en algunas especies como A. sisalana y A. fourcroydes,
ésta caracteristica se encuentra muy marcada, las hojas fibrosas hacen clara la
distincién entre los agaves y los aloes parecidos superficialmente ya que el Aloe

presenta estructura gelatinosa al interior, nunca con fibras (Irish e Irish, 2000).

11



Las caracteristicas de las hojas son empleadas como un instrumento para
diferenciar una especie de otra, especialmente cuando no hay disponibilidad de
flores; sin embargo, en hojas de una especie cuya distribucion es extensa,

usualmente se encuentra una variacion enorme (Irish e Irish, 2000).

La familia Agavaceae cuenta con ocho géneros y alrededor de 350 especies que
se caracterizan por sus adaptaciones xerofiticas, siendo el género Agave, uno de
los ocho de la familia; con su denominacién procedente de una raiz griega que
significa admirable, palabra que describe no solo su apariencia y la forma en que
sobrevive en medios semidesérticos, sino también algunas caracteristicas como
la floracién que ocurre solo una vez en la vida de la planta para después morir.
Este género es el mas grande de la familia; cuenta con alrededor de 200
especies, mas 47 categorias infraespecificas, dando un total de 247 taxa, de este
total, 150 especies o el 75% se encuentra en México convirtiéndolo en el pais con
mayor diversidad de agaves (Garcia-Mendoza, 2002), género que a su vez esta
compuesto por dos subgéneros: Littaea y Agave que son diferenciados

principalmente por la inflorescencia que presentan, de acuerdo con Gentry (1982).

El subgénero Littaea comprende ocho grupos, los cuales se caracterizan por
presentar una inflorescencia de apariencia espigada y flores en pares; la mayoria
de sus especies y variedades presentan fibras de buena calidad, asi como un alto
contenido de saponina de accién detergente en sus pencas, tal es el caso de
Agave lechuguilla; aunque hay otras especies de uso exclusivamente ornamental,

como A. victoriae-reginae (Gob. Edo. Hgo, 1988; Tambutti, 2002).
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Por otra parte, para el subgénero Agave se han descrito 12 grupos, los cuales
presentan las inflorescencias de forma paniculada; las flores se encuentran en
grandes agregados umbelados conformando varias inflorescencias racimosas
(Lépez, 1989). De las especies que lo componen y explotan se producen bebidas
fermentadas, como el pulque; destiladas, como el tequila y los mezcales; ademas
de la obtencién de forrajes y alimentos se obtienen fibras, principalmente de
Agave fourcroydes (henequén) y Agave lechuguilla.

DISTRIBUCION

El subgénero Littaea tiene distribucién restringida, no se encuentra en Baja
California ni en Yucatan y se localiza desde Utah, Nevada y Arizona en los
Estados Unidos de Norteamérica hasta Guatemala, mientras que el subgénero
Agave se encuentra de California a Texas, sur de Florida hasta Peru, Colombia y
Venezuela, incluyendo las Antillas y Centroamérica (Gémez, 1963: Eguiarte et al.,

2000).

Las especies de Agave en México pueden localizarse entre 1000 y 2000 msnm
(Garcia-Mendoza, 2002); en ambientes diversos como: bosques de pino-encino,
selva baja caducifolia, matorral xerofilo y bosque mesofilo de montafia (Garcia-
Mendoza, 1995); esta riqueza se debe principalmente a los habitats tan
heterogéneos que presenta el pais los cuales difieren en clima, geologia,
topografia y suelos que generalmente van desde los formados por rocas igneas,
hasta los calcareos de origen marino, asi como a las propiedades intrinsecas de
cada taxon tales como la plasticidad genética, la tolerancia ecolégica, la
capacidad de dispersion, la germinacion de sus semillas y las interacciones con

otros organismos incluidos los polinizadores (Garcia-Mendoza, 2002).
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REPRODUCCION DE LOS AGAVES

REPRODUCCION SEXUAL

La reproduccion sexual de muchas especies de la familia Agavaceae involucra la
produccion de un escapo o quiote, flores, frutos y semillas, como una forma
convencional de originar progenie (Gentry, 1982; Nobel, 1998); proceso
denominado monocarpia, que caracteriza a tres cuartas partes de las especies de
este género (Nobel, 1998), que solo tienen una floracion durante toda su vida,
después de transcurridos entre 8 y 10 afios; llegan a la madurez, generan sus
estructuras sexuales y presentan su floracién, para que al término de esta la
planta muera; ya que gasta una gran cantidad de energia en lo que se llamaria
propagacion de floracion, pues la reproduccion de la primera estacion
caracterizada por la formacion del escapo o quiote, cuyo tamafio oscila desde
unos cuantos decimetros a varios metros de altura segun la especie; representa
un gasto de alrededor de la mitad de la energia medible en la biomasa de la
planta; ademas en contraste con otros géneros de la misma familia reciben
beneficio de una amplia variedad de polinizadores que se alimentan del polen y
néctar (Schaffer y Schaffer, 1977); presentando el sindrome de Quiropterofilia,
puesto que morfoldgica, bioquimica y temporalmente los caracteres de estas
plantas son consistentes con este, a tal grado que se han establecido relaciones
de mutualismo entre ciertos agaves y los murciélagos liberadores de polen,
fendmeno que se ha visto afectado debido a la explotacion de los agaves por el
hombre contribuyendo con la reducciébn de los murciélagos polinizadores,
afectando la ecologia de las poblaciones y comunidades desérticas (Granados,

1999). Este tipo de reproducciéon involucra variabilidad, la informacion sera
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recombinada, generando una amplia gama de posibilidades debido a la
plasticidad fenotipica, resultando nuevas oportunidades de sobrevivencia y
establecimiento de forma individual, sin embargo genera altos costos energéticos
y origina poco éxito poblacional (Rosas, 2002); ya que, aun cuando exista una alta
cantidad de semillas en la reproduccién sexual, es muy poca la descendencia,
dado que una gran parte resultara estéril, otra porcion sera depredada y solo
algunas semillas podran germinar, sin embargo estas dependeran de las
condiciones ambientales y climaticas ya que no siempre seran adecuadas

(Granados, 1999).

PROPAGACION VEGETATIVA

Se ha sugerido que varias especies de agaves no presentan reproduccion sexual,
solo propagacion vegetativa (Gentry, 1982), mediante el brote de plantulas en la
base del tallo y mediante un proceso denominado apomixis (Nobel, 1988; Arizaga
y Ezcurra, 1995), el cual puede generarse por la formacion de propagulos en las
partes axilares de la inflorescencia, evento que se presenta con poca frecuencia,
ya que es ocasionado principalmente cuando la produccion de frutos no es
abundante (Granados, 1999). En las zonas aridas, el establecimiento de nuevos
individuos por la via sexual es poco frecuente debido a las condiciones extremas
de temperatura y disponibilidad de agua, en cambio la propagacion vegetativa es
comun y ecolégicamente importante como estrategia de sobrevivencia y

establecimiento rapido (Palleiro, 2001).
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Las estructuras vegetativas generadas, como tallos, bulbos, rizomas y esquejes
tienen mayores posibilidades de establecimiento que las plantulas procedentes de
semilla, ademas estas estructuras poseen una gran cantidad de recursos al
presentarse en mayor cantidad, ya que el tiempo de crecimiento y establecimiento
es menor, son plantas menos susceptibles a la depredacion (Arizaga y Ezcurra,
2002). Esta forma de propagacion vegetativa puede presentar una via para
rescatar o eliminar el gasto energético que se efectia en la produccién de un
ovario de grandes dimensiones, donde una vez formado el escapo floral la planta
desarrolla bulbillos, cuando la produccién de frutos fracasa (Arizaga y Ezcurra,

1995).

Debido a que la mayoria de las especies de agave econdmicamente importantes
no se propagan por semilla, se cultivan en grandes cantidades, mediante bulbillos;
los cuales se pueden establecer en la periferia; la planta progenitora,
generalmente son de al menos 10 cm de largo al tiempo de la cosecha y pueden
sembrarse directamente en la tierra, conformando una red de material muerto en
el centro; este sistema de multiplicacion también ocurre con otras especies de

agaves, como Agave angustifolia del centro de México (Granados, 1999).

IMPORTANCIA DE LOS AGAVES EN MEXICO

El territorio mexicano posee una extraordinaria riqueza botanica, dentro de la cual
se encuentran las plantas suculentas caracterizadas por tener todos o algunos de
sus 6rganos gruesos y carnosos, por lo que también reciben el nombre de plantas
crasas; la suculencia es un fendmeno de adaptacion de las plantas al ambiente,

este fendmeno consiste en el engrosamiento de los tejidos parenquimatosos, que

16



permiten el almacenamiento de grandes cantidades de agua; podemos dividir a
las plantas suculentas en dos grandes grupos: las suculentas de tallo como las

cactaceas y las suculentas de hoja, como las agavaceas (Lot y Chiang, 1986).

Los agaves fueron descritos por primera vez por el botanico sueco y padre de la
taxonomia moderna, Carlos Linneo, en 1753, nombrando a la primera especie de
agave, A. americana (Nobel, 1988). EI nombre comin de maguey que
actualmente utilizamos los mexicanos al igual que nopal, maiz, pitaya etc., no es
un vocablo autéctono de México, sino de origen taino, un pueblo amerindio que
habit6 los paises de Cuba, Puerto Rico y Jamaica; el cual fue traido y empleado
por los espafioles en la época colonial, debido a la majestuosidad que observaron
en estas plantas y a los multiples beneficios que de ellos obtenian nuestros
antepasados; (Chazaro y Hernandez, 2006); por lo cual la inmensa diversidad de
usos y costumbres es asociada a multiples culturas en practicamente todo el pais

(Tambutti, 2002).

Los pueblos indigenas usaban las plantas de su entorno para cubrir sus
necesidades béasicas (Nobel, 1998), las plantas de agave fueron reconocidas
como un don divino enviado por los dioses, tomandolas como objeto de
veneracion y explotacién, puesto que muchos de sus productos tenian ademas de
un fin utilitario, propésitos rituales especificos; proporcionando no soélo un recurso
natural de dificil prescindencia, sino un bien que formaba parte de una concepcion
global de la vida y la naturaleza; de ahi el cuidado que se le tenia en especial
cuando se seleccionaban los renuevos o hijuelos con los que se continuaria la

siembra (Gob. Edo. Hgo, 1988).
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Hoy en dia, el uso del maguey, sigue vigente, en la extraccion de fibras para el
mercado textil y cordeleria, en la elaboracién de diferentes bebidas alcohdlicas
como pulque, mezcal, tequila, bacanora; como alimento utilizando los botones de
las inflorescencias; aprovechados también por las propiedades medicinales que
algunas especies presentan asi como en la formacion de cercas naturales

(Ramirez, 1995; Gonzalez, 2005).

Tienen gran importancia ecoldgica, debido a su capacidad para retener el suelo y
evitar la erosion hidrica, ademas de su papel en la cadena alimenticia de especies
nectariferas y poliniferas, ya que pueden presentar dominancia en matorrales
xerdfilos, especialmente aquellos denominados crasicaules y rosetofilos; Siendo
un recurso importante en las zonas aridas debido a su naturaleza perenne,
mientras que muchas especies de matorral xeréfito no se encuentran durante la
época de secas, cuando hay pocos recursos de agua o néctar disponibles (Nobel,

1998; Arizaga y Ezcurra, 2002)

AGAVE CELSII HOOK VAR. CELSII

Es una especie perenne; con ramificacion y florecimiento axilar, se extiende
formando grupos amplios y compactos de rosetas blandas y suculentas de 60 a
65 cm de altura por 100 a 120 cm de diametro; de las cuales brotan las hojas que
miden de 50 a 53 cm de longitud por 11 a 12 cm de ancho, son de forma ovalada,
oblonga o espatulada, cortas ascendiendo hacia fuera, acanaladas, de color verde
brillante, margen recto; dientes de 1.5 a 2 mm de longitud, poco separadas de
color rojizo; espina débil, acicular, de 1.3 a 1.5 cm de longitud, poco decurrente,

de color café.
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La inflorescencia que presentan tiene forma de espiga que mide 1.57 a 1.60 m de
altura, posee bracteas numerosas, coriaceas y deltoides de 2 a 7 cm de longitud;
capsulas asperas de color café oscuro, de 19 a 22 mm de largo por 10 a 20 mm
de diametro; las semillas son de 4 por 3 mm, negras, de forma semiesférica y

aladas (Fig. 1) (Gentry, 1972).

Figural.- Agave celsii Hook var. celsii. (Tomado de Gentry, 1982).
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Se reproduce mediante semillas y vegetativamente por bifurcacién axilar con un
namero de vastagos de 4 a 6 formando como consecuencia de ello grupos
extensos de rosetas; con el escapo y capsulas florales verdes y carnosas en vias
de maduracion a principios del mes de octubre, siendo a finales de diciembre y
principios de enero cuando las capsulas estan maduras; presentando la floracion

posiblemente en los meses de mayo a julio (Calderén, 1987).

DISTRIBUCION Y UsOs DE Agave celsii var. celsii

Agave celsii var. celsii, se encuentra moderadamente distribuido en los estados
de Nuevo Leon, San Luis Potosi, Tamaulipas e Hidalgo; en este ultimo se localiza
en los municipios de Actopan y Zimapan (Villavicencio et al., 1998); también se
han encontrado varias poblaciones pequefias en los acantilados en el noreste y
suroeste de Jacala a lo largo de la ruta 85 hacia Zimapéan. Este agave crece sobre
pefiascos de rocas volcanicas, lutitas y limonitas calcareas, con suelos de tipo
Litosol y Vertisol crémico; en pendientes muy pronunciadas y en altitud que va

desde 1400 a 2500 msnm (Gentry, 1982).

Calderon (1987), realizé un trabajo enfocado a la etnobotanica de los agaves del
Valle del Mezquital; donde reporta las formas en las que es utilizado el agave por
los Otomies; asi como el aprovechamiento de cada una de las partes de la planta;
resaltando el hecho de que a través de diferentes estaciones del afio siempre se
tienen algunos elementos de recoleccion ya sean escapos florales o quiotes,
capullos florales, hojas, aguamiel, gusanos y hongos, mismos que son utilizados
principalmente para consumo humano y como forraje, ademas de algunos usos

domeésticos y medicinales. Agave celsii var celsii, es reconocido por los
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pobladores como “maguey de comezon”; ya que por lo irritante del jugo de sus
hojas, es un maguey que causa mucho mas comezon que otros, es identificado
como maguey que cuelga o se arrincona en lo alto llamado “maguey de la pefias”;
y también le conoce como “siempreviva” ya que todo el tiempo mantiene su color
verde. El empleo de este agave estad practicamente restringido a los usos
ceremonial, medicinal y de ornato, ocupando la planta entera de entre 15 a 25 cm
de altura para adornar el nacimiento durante las fiestas navidefias, por lo que en
el mes de diciembre es usual que en el mercado de Ixmiquilpan lo vendan

(Calderén, 1987).

Las plantas de Agave celsii var. celsii son utilizadas para curar la tifoidea y dolor
de cabeza, preparando una solucion para realizar bafios al enfermo; el cual
debido a la enfermedad no sentird la comezon caracteristica originada con el jugo
de este maguey; de la misma forma se emplea para tratar la gripe que es tratada
mediante una preparacion de 3 litros de agua de nixtamal, con el jugo de un limon
y sal, calentando sin llegar a la ebullicion; posteriormente se frota al enfermo

cubriendo la cabeza con un ayate durante 15 minutos, durante la noche.

También se cuenta que anteriormente en la prision de Zimapan utilizaban una
gran cantidad de las hojas de esta planta para castigar a los presos echandolos
desnudos en la pileta con agua helada durante la madrugada; con la finalidad de
que estas personas se ‘“enguixaran” (les diera una comezén insoportable)
mostrandose como ejemplo para mejorar el comportamiento de los demas presos

(Calderon, 1987).
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LAS SEMILLAS DE AGAVE.

El fruto es una capsula lefiosa con diversas formas y tamafos, creciendo en las
zonas axilares del escapo floral; presentan tres secciones en el interior
(triplacentarios); son dehiscentes con seis columnas delgadas, y un gran nimero
de semillas, que son estructuras muy resistentes a factores ambientales extremos
(deshidratacion y altas o bajas temperaturas); generalmente las semillas de agave
son negras cuando son fértiles y grises o blanquecinas cuando son estériles

(Gbémez, 1963; Gentry, 1982).

Freeman (1973, 1975) realizO trabajos sobre la respuesta germinativa en dos
especies de la familia Agavaceae, Agave lechuguilla y Agave parryi evaluando en
ambas especies el pH , temperaturas constantes y estrés hidrico; obteniendo que
el pH 6ptimo para esta especie entre 7.3 - 7.8; los porcentajes de germinacion
fueron variando entre el 75 y 95 % para cada especie, entre los rangos de 25y
35° C descritos como oOptimos para generar el ambiente apropiado en el que
pudieron establecerse las semillas para germinar y sefialando que a los 40 °C
este proceso se ve afectado, explican que la disminucion en la germinacién de las
semillas en ambas especies, se presentd después del periodo de lluvia, donde
aumenta temporalmente la disponibilidad de agua en el suelo y posteriormente la

temperatura ambiental.

Jordan y Nobel (1979), realizaron estudios sobre factores que intervienen en la
germinacion de semillas de Agave deserti asi como en el crecimiento de las
plantulas; consideraron que el estudio se efectué debido a que el desarrollo de las

plantulas de la especie originadas mediante semilla es un evento poco comun en

22



el desierto de Sonora, ya que aparentemente solo una semilla de entre mas o
menos un millén llega a ser una planta madura; por otra parte explican que es
muy dificil encontrar plantas jovenes, sefialando que los micro-habitats
resguardados pueden ser cruciales para el establecimiento de las plantulas
originadas por semillas ya que entre otras cosas algunas plantas nodrizas como
Hilaria rigida, ya que les proporcionan humedad y proteccion durante la fase se
desarrollo y establecimiento. Asi mismo, mencionan que el crecimiento inicial de
las plantulas fue favorecido por las lluvias de finales de verano y principios de
otofio; finalmente y con base en el trabajo realizado hacen la observacion de que
solo los dltimos 17 afios han sido favorables para el establecimiento de hijuelos

originados por semilla.

Por otra parte Pritchard y Miller (1995) evaluaron el efecto de temperaturas
constantes, asi como la calidad de luz y semillas en la germinacion de Agave
americana; con el objetivo de entender el control ambiental en esta especie,
evaluando periodos 12 hrs de luz entre 11 °C y 16 °C, y entre 36 y 40 °C,
respectivamente, por otra parte la calidad de las semillas redujo mediante siete
condiciones ambientales; obteniendo el maximo para ambos pardmetros de
crecimiento y produccion de plantulas en las temperaturas de 21 °Cy 31 °C y el
tiempo minimo para la germinacion que en ambos casos fue a 26 °C, indicando
que la temperatura, la luz y la calidad de las semillas afectan la respuesta

germinativa de las semillas de Agave americana.
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Martinez y Chavez (1996) evaluaron el potencial reproductivo de Agave victoriae-
reginae, en siete poblaciones en dos tipos de sustrato; suelo horizontal
erosionado y pared de roca de carbonato de calcio; donde pudieron observar
sitios con menos de 5 individuos en estado potencial de reproduccion y
diferencias en el tamafio de organismos en ambos ambientes. De esta manera
cuantificaron el numero de frutos por fructificacion y el nimero de semillas por
fruto, registrando fructificaciones con 2560 frutos, y un promedio de 102 semillas
por fruto, generando un total de 260,000 semillas por planta; las cuales fueron
almacenadas en frascos color ambar a temperatura de 8 a 12 °C germinandolas
en condiciones de invernadero y en condiciones in vitro, reportando altos
porcentajes de germinacion (90-100%) en semillas generadas el mismo afio de
colecta a diferencia de las que fueron rescatadas de frutos dehiscentes con mas

de un afio de edad, presentando porcentajes de germinacién entre 20 y80 %.

Malda y Maqueda, (2004) realizaron una comparacion del crecimiento de
magueyes pulqueros Agave salmiana y Agave mapisaga; iniciando con la siembra
de semillas en cultivo in vitro en medio Murashige y Skoog (1962) las cuales se
mantuvieron en una camara de crecimiento a 28°C 'y luz
fluorescente/incandescente con 16hr luz/8hr oscuridad; simultaneamente
sembraron semillas en condiciones de invernadero, utilizando una mezcla
comercial de vivero (turba, vermiculita y arcilla dolomitica), a las plantulas
obtenidas se les aplicaron dos mezclas nutritivas, la primera presentando un
esquema de fertilizacion aplicable para invernaderos, y la segunda mezcla similar
a los niveles contenidos en la solucion nutritiva del cultivo in vitro, monitoreando

periodicamente la humedad mediante un sistema de riego constante.
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En ambos casos se registraron las respuestas de germinacion y crecimiento de
las plantulas obtenidas determinando el nimero de hojas nuevas, tamafio de las
rosetas y la actividad fotosintética CAM mediante titulacion de &acidos en los
tejidos, observando que la germinacion para las dos especies no fue muy
diferente, alcanzando el 87% de germinacion para A. salmiana y 83% para A.
mapisaga y en ambos casos el porcentaje final de germinacion en condiciones
controladas resultd menor que bajo condiciones de invernadero, sin embargo las
condiciones in vitro favorecen la velocidad de germinacion; proponiendo la
posibilidad de propagacion masiva de las especies seleccionadas mediante el
empleo de estas técnicas y por otra parte, que este tipo de cultivo puede tomarse
como punto de partida para explorar posibilidades de lograr tasas mas rapidas de

crecimiento en agaves.

CULTIVO DE TEJIDOS

El cultivo de tejidos es un conjunto de técnicas que permiten cultivar de forma
aséptica organos, tejidos, células y protoplastos, mediante el uso de medios de
cultivo nutritivos; los cuales pueden ser solidos, liquidos o semisélidos; siendo el
mas usado el medio Murashige y Skoog (1962); el cual contiene compuestos
organicos, como son los macronutrientes, micronutrientes y cloruro de calcio;
también se encuentran los compuestos inorganicos, que son vitaminas, inositol,
solucién de FeEDTA y glicina (Jain y Babbar, 2002); aunque los medios son
especificos de acuerdo a los requerimientos de cada especie, en cuanto a fuentes
de materia quimica y reguladores de crecimiento (Malda et al.,1999; Fonturbel,

2002).
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Para la propagacion in vitro de agaves, se han aplicado diferentes técnicas de

cultivo, utilizando segmentos foliares, bulbillos, semillas, callos, meristemos y

yemas (Tabla 1). La mayoria de estas técnicas se ha enfocado a la multiplicacion

masiva a traveés de brotes adventicios y/o auxiliares y la produccion de embriones

somaticos (Martinez y Pacheco, 2006).

Tabla 1.- Algunos estudios in vitro realizados en diferentes miembros de la familia Agavaceae

Reguladores de

Especie Tipo de explante Medio de cultivo o Resultados Referencia
Crecimiento (mg/l)
(0.30) AIB Powers y
o Segmentos de tallo Callo, y brotes
A. arizonica ) MS (0.30) AIA o Backhaus,
de bulbillos adventicios
(1) KIN 1989.
MS + 20 g/l (0.75) ANA Multiples brotes,
) Segmentos de tallo 3 )
A. sisalana o sacarosa, (1) AIB callo, y plantulas [Binh et al., 1990.
de hojas in vitro )
10% agua de coco| (0.5) KIN enraizadas
A. begmentos de hojas | MS + vitaminas (3) 24D Embriogénesis  |Rodriguez et al.,
victoriae-reginae. In vitro 30 g/l sacarosa ’ somética directa 1996.
Callo, mdltiples
(0.5-1) AIA
) Segmentos de tallo, MS, SH; brotes y )
A. sisalana ) ) ) (0.5) ANA y Nikam, 1997.
bulbillos y rizoma. Gamborg y white (1) KIN regeneracion
de plantulas
. MS + vitaminas (0-1) 2,4-D Proliferacion de Santacruz et al.,
A. parrasana Semilla )
30 g/l sacarosa (1-8) BA brotes axilares 1999.

BA, 6-bencilaminopurina; KIN, 6-furfuril-aminopurina; 2-iP, 2-isopentenil adenina; ANA, &cido naftalenacético; AlA, acido 3-indol-

acético; AlIB, acido 3-indol-butirico; MS, medio de Murashige y Skoog (1962); SH, Schenk y Hildebrant.

Continda...
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Continuacioén.

Tabla 1.- Algunos estudios in vitro realizados en diferentes miembros de la familia Agavaceae.

Especie

Tipo de explante

Medio de cultivo

Reguladores de

Crecimiento (mg/l)

Resultados

Referencia

Meristemos apicales

(2) 2,4-D Embriogénesis Gonzalez et al.,
A. fourcroydes de plantas MS .
) (1) BA somatica 2001
seleccionadas
Callos y
. Segmentos de MS 100 % (1) BA proliferacién Harza et al.,
A. sisalana ) )
hojas In vitro 50 % (2) BA de brotes 2002.
adventicios
(1-2)KIN o
) o Embriogénesis .
A. sisalana Brotes in vitro MS (0, 0.09) 2,4-D L Nikam, 2003.
somatica
(0.5) BA
Callos
A. Segmentos de tallo Embriogénicos, y Martinez et al.,
N . ; MS (5)24-D o
victoriae-reginae. de plantula embriogénesis 2003.
somatica
Callos y i
) Segmentos de (1) 2,4-D . Yépez y Vargas,
A. coui ) ) MS organogénesis
Hojas In vitro (1) BA o 2004
indirecta
(0.2) BA
Knudson
' (0.3) KIN Proliferacion de
Yemas apicales Mufioz et al.,
A. fourcroydes ) Brotes y Callos
de bulbillos ) 2004.
MS (1) KIN organogénicos
(0.5) ANA

BA, 6-bencilaminopurina; KIN, 6-furfuril-aminopurina; 2-iP, 2-isopentenil adenina; ANA, &cido naftalenacético; AlA, acido 3-
indol-acético; AIB, acido 3-indol-butirico; MS, medio de Murashige y Skoog (1962); SH, Schenk y Hildebrant.
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POTENCIAL HIDRICO (Wa)

El agua es el solvente comun por excelencia, presentando propiedades Unicas,
gue determinan muchas de las actividades vegetales y las sustancias que en ella
estan disueltas (Salisbury y Ross, 1994, Rodriguez, 2006.); siendo el componente
predominante de los organismos, interviene en la regulacién de los procesos
biol6gicos (Steudle, 2000; Andreev, 2001), ya que comprende de 80 a 90% de la
biomasa en tejidos vegetales, presente en varias formas: como constituyente del
protoplasma; como agua de hidratacibn asociada con iones, disolviendo
sustancias organicas y macromoléculas, llenando espacios entre estructuras finas
del protoplasma y la pared celular, almacenada en las vacuolas y finalmente,
como agua intersticial, que actia como medio transportador en los espacios
intercelulares y en los tejidos de conduccién del xilema y el floema (Larcher, 2003;
Zyalalov, 2004). En condiciones de alta concentracién de solutos, las células
ejercen presién de turgencia contra las paredes celulares, lo que soporta el
crecimiento celular, la disposicién de agua durante el crecimiento de una planta
afecta el desarrollo de sus semillas, teniendo efecto en la capacidad germinativa
en forma positiva o negativa (Pallas et al., 1977, Adegbuyi et al., 1981, Fanti et al.,

2004).

El estrés hidrico se produce cuando la absorcion de agua por un cultivo es mas
baja que la demanda evaporativa de la atmosfera (Acevedo et al., 1999), se
produce un estado de estrés que incluye tanto la sequia como la salinidad,;
afectando la expresion génica (Zhu, 2002, 2003); generando cambios en el
metabolismo celular, hasta alteraciones en las tasas de crecimiento y

productividad (Cardenas y Monter, 2002; Costa et al., 2004).
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El estado del agua en los suelos, las plantas y la atmésfera es descrito en
términos de potencial hidrico (Wa) que consta de varios componentes importantes
para las células y sus alrededores: el potencial osmoético (¥n) esta determinado
por la concentracion de sustancias osmoticamente activas; el potencial matrico
(Wm) registra la capacidad de adsorcion de las matrices celulares; el potencial de
presion (Wp) registra las presiones en exceso que actlan sobre un sistema y el
potencial gravitacional (Yg) es consecuencia de las diferencias de altura con el

nivel de referencia (Larcher, 2003).

En dos compartimientos de diferente potencial hidrico separados por una
membrana semipermeable, el agua se mueve desde el compartimiento de un alto
potencial hidrico hacia el de bajo potencial hidrico. Las diferencias en este
potencial ofrecen la posibilidad de ocurrencia para un proceso que permita
mantener la homeostasis celular, ya sea por transporte de agua y otras sustancias
entre células, tejidos y 6rganos (iones, carbohidratos, aminoacidos, etc.) a favor
de gradientes de potencial hidrico (Andreev, 2001; Canny, 2001; Salisbury y

Ross, 1994; Steudle, 2000; Zyalalov, 2004).

El potencial del agua pura es por definicion cero (Salisbury y Ross, 1994), la
presencia de cualquier sustancia disuelta en el agua disminuye su potencial de
manera que el potencial de agua de una solucién es inferior a cero, esta definicion
solo es vélida a presion atmosférica, la elevacion o disminucion de la presion
alrededor de un sistema automaticamente asciende o desciende el potencial de

agua en exactamente la misma cantidad (Bidwell, 2000) generando la necesidad
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de conocer el comportamiento de las semillas en condiciones de estrés hidrico se
han desarrollado diferentes estudios como el realizado por Dos-Santos et al.
(1992), que evaluaron el efecto del estrés hidrico y salino en la germinacién de
semillas de soya, empleando potenciales osmaticos de 0,-0.3,-0.6, -0.9, -1.2y -1.5
Mpa, generados mediante la adicion de manitol, reportando que el porcentaje de
germinacion disminuye conforme la concentracion de manitol aumenta,

obteniendo plantulas con radicula e hipocotilo poco desarrollados.

Por otra parte Braccini et al. (1996), verificaron el uso de soluciones de cloruro de
sodio (NacCl), manitol y polietilenglicol (PEG 6000), para simular condiciones de
baja humedad; obteniendo potenciales hidricos de 0; -0,1; -0,3; -0,6 y -0,9 MPa,;
evaluaron la germinacion de las semillas de soya y el crecimiento de la parte
aérea de la planta asi como el crecimiento radicular; obteniendo en sus resultados
que el potencial hidrico mas negativo genera una fuerte reduccion en la

germinacion, y en el crecimiento en general de las plantas.

Maldonado et al. (2002), utilizaron 6 niveles de potencial hidrico logrados por la
adicion de manitol: 0, -0.2, -0.5,-0.9, -1.5 y -1.8 MPa, obteniendo una reduccion
significativa del niumero total de semillas germinadas de Lycopersicon chilense, a
partir de potenciales menores a -0.5 MPa, al mismo tiempo que se observo un
retardo en el inicio de la germinacion, de las semillas expuestas a déficit hidrico a
partir de los -0.9 MPa., reportando que con menor disponibilidad de agua la
germinaron en promedio inicio entre el segundo y el sexto dia, mientras que las
plantas con mayor disposicion de agua tuvieron un retardo significativo de la

germinacion de un dia iniciando de 3 a 8 dias.
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Sanchez-Urdaneta et al. (2004) evaluaron el efecto del potencial de agua del
sustrato en el crecimiento radical de plantulas de Agave salmiana; en condiciones
de laboratorio; cuantificando el crecimiento radicular, en plantulas de 3 a 4 cm de
longitud, manteniéndolas en vermiculita con potenciales hidricos de -0.03,-0.65,-
1.48 y -2.35 Mpa, para posteriormente calcular el indice de dafio y evaluar el
efecto de la rehidratacion en el crecimiento, observaron que los potenciales
hidricos bajos del sustrato no afectaron significativamente la longitud de las
plantulas, pero afectaron el peso fresco entre el 23 y 42 % aumentando el indice

de dafio, sin embargo con la rehidratacién la raiz continué su crecimiento.

Avila et al. (2007), evaluaron la germinacion de las semillas y el crecimiento de
plantulas de canola, en condiciones de estrés hidrico inducido por soluciones de
manitol, calculando la velocidad de germinacion, el comportamiento de la raiz
primaria y el hipotocétilo; asi como el peso seco, y el crecimiento relativo de las
plantulas; poniendo las semillas en soluciones de manitol + 0,2 % de fungicida
Vitavax-Thiram, con potenciales hidricos de 0 (control), -0,25; -0,5; -1,0 y -1,5
MPa., observaron que el potenciales mayores a -1.0 Mpa promueven la reduccion

de la germinacion; afectando la tasa de crecimiento de la canola.
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3.- JUSTIFICACION

La reduccion de la humedad aprovechable en los suelos, ha sido considerada
como un factor constante de estrés que limita la supervivencia de las poblaciones
vegetales, motivo por el cual se propone el siguiente estudio con la finalidad de
evaluar el comportamiento germinativo de las semillas y desarrollo de Agave celsii
Hook. var. celsii (Agavaceae), generando déficit hidrico, en condiciones

controladas (in vitro).
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4.- OBJETIVOS

GENERAL

< Evaluar la germinacion y desarrollo in vitro de semillas de Agave celsii

Hook. var. celsii en medio de cultivo con diferentes potenciales hidricos.

PARTICULARES

X/

s Determinar el potencial hidrico del medio Murashige y Skoog (1962)

adicionado con 75, 85y 105 g/l de manitol.

% Evaluar la germinacion, el desarrollo y la morfologia en plantulas de Agave

celsii, germinadas en diferentes potenciales hidricos.

% Estimar el porcentaje de supervivencia ex vitro de las plantulas de agave.
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5.- MATERIAL Y METODO
MATERIAL BIOLOGICO.

Se utilizaron semillas de Agave celsii Hook. var. celsii, colectadas en octubre de
2005, procedentes de La Encarnacion municipio de Zimapan, dentro del Parque
Nacional Los Marmoles, en el estado de Hidalgo. Se realizé una seleccion de
semillas, tomando aquellas que presentaron uniformidad en el color (negro
brillante), sin manchones pardos, grisdceos o0 blanquecinos, posteriormente se
almacenaron en bolsas de papel encerado, manteniéndolas a temperatura

ambiente, en un recipiente libre de humedad y de la incidencia de luz.

MEDICION DEL POTENCIAL HIiDRICO (Wa)

Se elaboré medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS) al 100 % de sus
componentes, adicionado con 75, 85 y 105 g/l de manitol; pH 5.7- 5.8; 30 g/l de
sacarosa y 8 g/l de agar, el medio fue esterilizado en autoclave a 151 Kg/m?®
durante 18 minutos. Una vez que el medio gelifico, se eligieron al azar 6 frascos
de cada concentracion de manitol, tomando muestras de 3 a 4 gramos, realizando
8 repeticiones por frasco, las cuales fueron colocadas en charolas plasticas de la
camara psicométrica (Dewpoint potentiameter; Wp4. Quick Start, Decagon,
Devices. Inc. Versién 1.5); tomando la lectura del potencial hidrico (¥a) expresado
en megapascales (Mpa), posteriormente se realizdé el mismo procedimiento para
el sustrato, compuesto por una mezcla de tierra de hoja y piedra pémez (1:1) el

cual fue humedecido a capacidad de campo.

CULTIVO IN VITRO.

Para el cultivo in vitro las semillas se escarificaron con &cido sulfurico concentrado
(H.SO4) durante 5 segundos, posteriormente fueron enjuagadas, y colocadas en
paquetes de papel filtro, los cuales se mantuvieron en constante agitacion
pasando por el tren de desinfeccion que consistid en colocar en 50 ml de agua
destilada con 3 gotas de jabdn liquido Dawn, durante 20 minutos, posteriormente
se transfiieron a 50 ml de alcohol al 70 % (v/v) durante 1 minuto, e

inmediatamente se cambiaron a la solucion de cloro comercial (NaOCI) al 20%
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mas 3 gotas de Tween 80, durante 30 minutos, finalmente en condiciones
asépticas y con agua previamente esterilizada se realizaron 3 enjuagues durante

un minuto aproximadamente.

Se sembraron 2 bloques de 150 semillas (5 semillas por frasco) para cada
concentracion de medio adicionado con las tres concentraciones diferentes de
manitol, incluyendo un control in vitro (sin manitol); estas se mantuvieron en el
cuarto de incubacién con las siguientes caracteristicas: temperatura constante de
26 +/- 2 °C, con un fotoperiodo de 8 horas de oscuridad por 16 horas de luz e

intensidad luminosa de 28.24 umol m?s™,

CULTIVO EX VITRO.

Se realizé una siembra en sustrato compuesto de tierra de hoja y piedra pomez
(1:1), esterilizada en el autoclave durante 25 minutos, sembrando 2 lotes con 60
semillas, los cuales fueron regados dos veces por semana a capacidad de campo,
la siembra fue utilizada como referencia, para comparar la germinacién ex vitro
con las semillas sembradas en condiciones in vitro del medio de cultivo sin

manitol.

La evaluacion de la germinacion en todos los casos se llevo a cabo diariamente
durante 30 dias; posteriormente para el analisis estadistico se consideraron los 2
bloques sembrados in vitro, conformando un total de 60 repeticiones (frascos con
5 semillas) por concentracion, los datos obtenidos fueron contabilizados de forma
acumulativa por dia, obteniendo los porcentajes de germinacion, los cuales fueron
estandarizados mediante su transformacion al arco senov% / 100 (Otegui et al.,
2007) y fueron analizados estadisticamente mediante analisis de varianza de una
via (ANOVA) y posteriormente la prueba de comparaciéon de medias de Tukey
(P=0.05).
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TRANSFERENCIA EX VITRO Y SOBREVIVENCIA DE LAS PLANTULAS

Después de 12 semanas las plantulas se transfirieron de condiciones in vitro a
condiciones ex vitro, una vez fuera del frasco las raices se lavaron con agua
corriente, para eliminar los residuos del medio de cultivo y con un vernier se
realizaron mediciones de largo de raiz, largo total de la planta, también se les
contaron las hojas que se formaron; para definir la tonalidad de las hojas se utilizd
el atlas de colores de Kuppers (1979).

Posteriormente las plantulas fueron colocadas en charolas de poliuretano, con
tapa para evitar la desecacion, utilizando un sustrato preparado con tierra de hoja
y piedra pomez en proporcion (1:1); las plantas se mantuvieron en el cuarto de
incubacion para permitir su aclimatizacion, evaluando de esta manera la
sobrevivencia de las plantulas en condiciones ex vitro, durante las 2 primeras
semanas del cambio, finalmente después de 10 semanas fueron trasladadas al

invernadero.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

POTENCIAL HIiDRICO (Wp)

El incremento de manitol en el medio de cultivo, generd un potencial hidrico (Wa)
menor en las concentraciones de 75, 85 y 105 g/l de manitol, generando los
potenciales hidricos (WA ) de -1.58, -1.61 y -1.79 MPa en relaciéon al medio sin
manitol (control), que presenté un potencial hidrico de -0.87 MPa (Figura 2); los
cuales al compararse presentan diferencias estadisticas (F= 1435.1615;
P < 0.0001); al realizar el andlisis de varianza de una via (Anexo 1.-Tabla A). Sin
embargo al realizar la comparacion de medias de Tukey, no se presentan
diferencias significativas entre las concentraciones de 75, 85 g/l de manitol

(F=2.842309; P=0.2645) (Anexo 1.-Tabla B).

Concentraciones de Manitol (g/l)

0.2 -
0.4 -
0.6 -
08 -
1.0 -
12 -
14 -

Potencial Hidrico W, (MPa)

-1.6
-1.8

Control ex vitro  controlin vitro 75g/l 85 g/l 105 g/l

Figura 2.- Potencial hidrico (¥a) del medio MS al 100% de sus componentes, adicionado con tres

diferentes concentraciones de manitol y suelo.
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Lo cual de acuerdo con lo reportado por Freeman, (1973,1975) en Agave
lechuguilla y A. parryi; Braccini et al. (1996), en semillas de soya y Maldonado et
al. (2002) con semillas de tomate, los resultados obtenidos coinciden con el hecho
de que la disminucion del potencial hidrico (va) provoca una reduccion en el
namero de semillas germinadas a partir de potenciales hidricos menores a -0.5
MPa; generando de igual manera una demora en el inicio del proceso

germinativo.

Puesto que en las semillas de Agave celsii colocadas en medio de cultivo con un
potencial hidrico de -0.87 Mpa, alcanzaron un 15% de germinacién a partir del
tercer dia, en tanto que en el medio con -1.58 y -1.60 MPa el proceso germinativo
inicio a partir del sexto dia con el 6 y 1% de germinacion respectivamente;
observando que con poca disposicion de agua y por consiguiente un menor
potencial hidrico (Wa) el porcentaje de germinacion disminuye y retarda su inicio,
ya que con el potencial de -1.79 Mpa el proceso comienza hasta el dia 14 y solo
genera el 8%; haciendo méas obvio el retraso en el inicio de la germinacion en el
medio de cultivo adicionado con 105 g/l, en condiciones in vitro, puesto que en

estas condiciones la disposicion de agua es menor.

GERMINACION

Considerando que la disponibilidad de agua es una de las causas mas comunes
de los bajos indices de germinacion de acuerdo con Freitas y Lemos (2003) y tal
como sucede con las semillas de Agave celsii, germinadas en condiciones in vitro
y en condiciones ex vitro (Tabla 2); fue posible observar los tiempos y porcentajes

de germinacion, que estadisticamente presentaron diferencias significativas
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(F = 133.99; P < 0.0001) en el analisis de varianza de una via (Anexo 2.- Tabla A)
y en el analisis de comparacion de medias de Tukey (Anexo 2.-Tabla B) donde es
posible observar la diferencia entre el tratamiento control (sin manitol) y el medio
adicionado con las concentraciones de manitol.

Tabla 2.- Potencial hidrico y porcentajes de germinacién en semillas de Agave celsii var. celsii; en medio

de cultivo con diferentes concentraciones de manitol y en suelo (control ex vitro).

E N Total
# % Inicio de la
Tratamiento semillas Semillas germinacion
Medio de cultivo Semillas germinadas germinadas (dias)
(Mpa) sembradas
Control ex vitro -0.34 60 49 81.7 8
Control in vitro -0.87 300 224 4.7 3
75 g/l manitol -1.58 300 42 14 5
85 g/l manitol -1.61 300 33 11 6
105 g/l manitol -1.79 300 25 8.3 14

Las semillas de Agave celsii var. celsii (Figura 3) sembradas in vitro como grupo
control, iniciaron la germinacion al tercer dia la cual fue incrementandose del 3%
al 50 % en un periodo de diez dias, alcanzando el porcentaje de germinacion

maximo de 81.7 % .
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Por otra parte y de manera similar, las semillas germinadas en el medio de cultivo
adicionado con 75 y 85 g/l de manitol inician este proceso al sexto dia,
incrementando entre el séptimo y décimo sexto dia al 9%, posteriormente se
estabilizan, alcanzando el 13 % y 11% respectivamente; mientras que las semillas
sembradas en MS con 105 g/l de manitol, iniciaron la emergencia de la radicula al
noveno dia, incrementando paulatinamente, alcanzando su estabilidad con el 8%

de germinacion al decimonoveno dia

—— Control in vitro ——85 g/l —a— 105 g/l ——75g/l

300

250

200

150

100

50

No. de semillas germinadas

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

-50
Dias después de la siembra

Figura.3.- Curvas promedio de germinacion de Agave celsii. var. celsii; en medio (MS) 100 % adicionado

con tres concentraciones de manitol y en suelo.

Considerando en este trabajo como criterio de germinacion la emergencia de la
radicula (Figura 4), el proceso se inicio con la imbibicion de la semilla, hidratando
sus tejidos y con ello dando paso a la activacion enzimatica, para posteriormente
generar la activacion y desarrollo del embrion, el cual para salir rompe la testa en

la parte costal de la semilla, permitiendo asi su crecimiento, sucesivamente la
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radicula comienza a diferenciarse, conformando lo que posteriormente se
reconocera como cofia, después de la cual brotaran los primeros pelos radicales;
finalmente, inicia la diferenciacion de lo que sera el hipocotilo, el cual comienza a
crecer y diferenciarse a su vez generando el epicotilo, que se distingue con
tonalidad verde y presenta una forma tubular, distinguiéndose de los primordios

foliares.

Figura.4.- Secuencia de la germinacion en Agave celsii var. celsii, vista en microscopio de contraste de fases,
con aumento de 40X. a) imbibicién de la semilla; b) embrién (EM); c) ruptura de la testa; d) emergencia de la
radicula (R); e) crecimiento de la radicula; f) diferenciacién de la radicula; g) diferenciacién de la cofia (C); h)
diferenciacion del hipocotilo (H); i) primeros pelos radicales (PR) y crecimiento del hipocotilo (H).
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La disminucion del potencial hidrico (WA ) del medio de cultivo adicionado con las
concentraciones de manitol generdé una notable reduccion en el porcentaje de
germinacion en comparacion con las semillas germinadas en suelo, las cuales
presentan diferencias estadisticamente significativas, entre los medios control,
mientras que en las concentraciones de 75 y 85 g/l de manitol no se presentan
diferencias significativas (Figura 5); generando una tendencia donde el porcentaje
de germinacion es menor conforme el potencial hidrico disminuye, pero sin llegar

a inhibir completamente la germinacion de las semillas.

En el control ex vitro, se observé que el inicio de la germinacion, comienza a partir
del octavo dia de siembra, y aunque se presenta en un tiempo mas largo, el
porcentaje de germinacion (81.7) es mayor que en el control in vitro (74.7)
contrastando con los resultados de la germinacién en medio de cultivo con

potenciales hidricos mas bajos.

La variacion en el inicio de la germinacion independientemente de la disposicion
de agua en el sustrato también puede estar ligada a la calidad de las semillas ya
que de acuerdo con Pritchard y Miller (1996) es importante considerar este
caracter debido a que si las semillas no se encuentran en condiciones optimas el
proceso germinativo, al igual que el desarrollo de las plantulas obtenidas es
afectado, tal es el caso de Agave americana, que presentd una disminucién en la
germinacion al reducir la calidad de las semillas con tratamientos de
envejecimiento acelerado en siete condiciones ambientales, lo cual no se realizo

en las semillas de agave celsii, sin embargo estas estuvieron expuestas a un
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proceso de escarificacion y desinfeccion que pudieron haber disminuido su

capacidad para germinar y desarrollar plantulas.

80 0
70 ' I _0'2
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Figura. 5.- Relacién entre el porcentaje de germinacion (barra acumulada) y el potencial hidrico en medio de

cultivo adicionado con manitol y el control in vitro y ex vitro (barra obscura).

En trabajos sobre el efecto el potencial hidrico en la germinacion de especies
como Agave lechuguilla; A. parryi; A. deserti y Agave americana (Freeman,
1973,1975; Jordan y Nobel, 1979) y especies como soya, canola y tomate se han
reportado efectos similares, caracterizados por la disminucion en la germinacion
debido a la adiciébn de manitol en el sustrato y en algunos casos el tiempo de
almacenamiento de las semillas, en Agave celsii var celsii independientemente del
efecto del potencial hidrico, se podrian justificar los bajos niveles de germinacién
al tiempo de almacenamiento de las semillas de esta especie, por lo que, se

coincide con el tiempo reportado por Freeman (1973, 1975 ) en las semillas de
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Agave lechuguilla ,y A. parryi asi como Martinez y Chavez, (1996) en las semillas
de Agave victoriae-reginae, que han reportado un periodo de almacenamiento
después de la colecta entre uno y dos afios para iniciar la disminucién de
viabilidad de las semillas (Tabla 3) al comparar los resultados del porcentaje de
germinacion, obtenidos en este estudio con los de otros autores se observo que
las semillas de Agave tienen un rango en cuanto a la temperatura durante la
germinacion.

Tabla. 3.-Tabla comparativa de los efectos de temperatura, potencial hidrico y tiempo de almacenamiento en
la germinacién bajo condiciones controladas.*Papel filtro (P.F)

Sustrato utilizado % Germinacién Inicio de la
Especie Tiempo de Temperatura germinacion Referencia
almacenamiento Potencial hidrico (dia)
80-95- 50
: *P. F (25-35 C) Freeman,
A. lechuguilla 4-8
/ (0,-0.25,-.5, 1973
-1.0 Mpa)
80
. *P.F (25-35 C) Freeman,
A. parryi 2-8
/ (01_'251'-51 1975
-1.0 MPa)
_ *P.F Pritchard y
A. americana 69-78-40 4-9-11 )
/ Miller, 1996.
L 88 .
A. victoriae- *P.F Martinez y
. (20-25 T) -
reginae > 1 afio Chéavez, 1996.
A .mapisaga *P.F 87 5-6 Malda y
Maqueda,
*P.F 83 5-6
A. salmiana 2004
MS 100% 870
.. .. (26-28 T) Presente
A. celsii var. celsii + manitol .
(-.35, -.87, -1.58, 3-8 Trabajo
> 1 afio

-1.60, -1.79 MPa)
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MORFOLOGIA DE LAS PLANTULAS EN LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
MANITOL EN EL MEDIO DE CULTIVO.

La morfologia de las plantulas (Tabla 4), vari6 de acuerdo con el aumento del
manitol del medio de cultivo en el que se desarrollaron, diferencias en cuanto a la
posicién de estas en relacion al medio de cultivo, siendo el desarrollo radicular, la
formacién de hojas y su crecimiento las caracteristicas distintivas del efecto del
estrés hidrico en el desarrollo entre cada tratamiento. Las plantulas que crecieron
en un medio de cultivo con un potencial hidrico (¥a) de -1.79 MPa, presentaron
una posicion postrada sobre el medio de cultivo, con crecimiento radicular lento y
escaso; llegando a una altura promedio de 11.14 mm, con poco crecimiento foliar,
teniendo un promedio de 1.2 hojas por plantula.

Tabla. 4.-Caracteristicas de las plantulas de Agave celsii var. celsii, en diferentes potenciales hidricos en

condiciones in vitro.

. ) Posicién en relacion
Ya # de hojas Altura promedio

al medio de
medio de cultivo promedio (mm) .
cultivo
-0.87 Mpa 1,7 32,36 Erectas
-1.58 Mpa 1,4 10,82 Postradas
-1.61 Mpa 1,1 11,43 Postradas
-1.79 Mpa 1,2 11,14 Postradas
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Las plantulas que se desarrollaron en el medio de cultivo sin manitol (control),
generaron en promedio 1.7 hojas por planta aproximadamente (Figura 6), con una
altura de 32.36 mm de alto y un mayor desarrollo radicular (Tabla 4), ademas de
una posicion erguida en relacién al medio de cultivo; presentaron un cotiledén de
color verde intenso de acuerdo con Kippers, (1979) (N4o-Coo/Ago) Y después de
4/6 semanas de crecimiento presentaron en el borde indicios de las espinas, las

cuales se apreciaron de un color amarillo claro (N1o— Coo/Aso).

Figura 6.- Plantulas de A. celsii var. celsii en medio de cultivo MS 100%, sin manitol. Barra =1 cm.

Para el medio de cultivo con potencial hidrico de -1.58 MPa (Figura 7 ) las
plantulas se desarrollaron postradas sobre este y aunque tuvieron variacion en el
desarrollo y crecimiento, presentaron un promedio, de 1.4 hojas; sin embargo no
mostraron indicios de la formacion de espinas en el borde, alcanzando una altura
promedio de 10.82 mm, las raices no tuvieron crecimiento y formacion de raices
secundarias y en el caso de presentarlas, estas se desarrollaron sobre el medio

de cultivo sin perforarlo, lo que podria justificar su falta de crecimiento ya que al
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no tener contacto con los nutrientes del medio estas no fueron abastecidas para
lograr su 6ptimo desarrollo, presentando una coloracion verde clorética (Ngzo-
Ceo/Agg) de acuerdo con Kippers, (1979), en la parte distal del epicotilo y en

algunas partes de las hojas formadas.

Figura 7.- Plantulas de A. celsii var. celsii en medio de cultivo MS 100%, adicionado con 75 g/l de manitol.

Barra=1cm.

Las plantulas que permanecieron en el medio de cultivo adicionado con 85 g/l de
manitol (Wa-1.61), presentaron escaso crecimiento de raiz, y creciendo postradas
sobre el medio de cultivo (Figura 8), tuvieron coloracion verde palido (N3o-Cgo/Agg)
Kippers, (1979), del epicotilo, sin desarrollo de hojas, las cuales escasamente se

formaron, sin diferenciacién de estructuras en el borde.

Figura 8.- Plantulas de A. celsii var. celsii en medio de cultivo MS 100%, adicionado con 85 g/l de manitol.

Barra=1cm.



El desarrollo de las plantulas que permanecieron en el medio de -cultivo
adicionado con 105 g/l de manitol (Figura 9), fue muy lento en comparaciéon con
las plantulas del medio control in vitro, estas presentaron poco crecimiento
radicular; con el hipocotilo muy corto y grueso, mientras que el epicotilo fue corto

y en algunos casos presento una coloracién verde palido, con tonalidad clorotica

en las partes terminales (N3o-Cso/Agg) Klippers, (1979).

Figura 9.- Plantulas de A. celsii var. celsii en medio de cultivo MS 100%, adicionado con 105 g/l de manitol.

Barra=1cm.

TRANSFERENCIA EX VITRO Y SOBREVIVENCIA DE LAS PLANTULAS

El crecimiento de las plantulas mantenidas en condiciones in vitro, puede ser
observado en la (Figura 10), donde se aprecian las diferencias entre las plantulas
provenientes de cada concentracion de manitol en el medio de cultivo; en
comparaciéon con las plantulas que estuvieron en medio sin manitol, las cuales
llegaron a medir entre 6-7 cm de longitud promedio, generando un sistema

radicular, que llego a medir entre 5-6 cm en promedio, presentando porciones de
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las espinas en el borde de las hojas, las cuales se caracterizaban por su tonalidad

verde (N3o- Coo/Agg) Klippers, (1979), y blanco en la porcién proximal a la raiz.

Las plantulas que fueron transferidas a charolas de poliuretano, presentaron
diferencias en la supervivencia y adaptacion al cambio de condicion in vitro a ex
vitro (Tabla 5). Transcurridos 7 dias después del cambio se comenzé a observar
un decremento en las plantulas provenientes del medio de cultivo con 105 gr/l de
manitol y un potencial hidrico de -1.79 MPa, las cuales no generaron nuevas
raices, para poderse fijar al sustrato y recuperarse del estrés hidrico del que
provenian; logrando establecerse solo el 5.3 %, perdiendo el 94% de las plantas

gue se lograron transferir a suelo.

Figura 10.- Plantulas de Agave celsii var. celsii, provenientes de los diferentes potenciales hidricos (¥A),
generados en condiciones in vitro; A) MS 100%, sin manitol, B) MS 100% 75 g/l manitol, C) MS 100% 85 g/l
manitol, D) MS 100% 105 g/I manitol
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Las plantulas del control (sin manitol) tuvieron mas éxito y lograron establecerse
el 82.1 %, perdiendo muy pocas plantulas; ya que de 207 plantulas transferidas a
tierra solo el 17% no logro establecerse. De acuerdo con Bewley y Black (1994) el
movimiento del agua dentro de la semilla es de suma importancia para la
germinacion, el crecimiento radicular y la emergencia de las plantulas, debido a
las caracteristicas en relacion al tamafio y la forma de la semilla, influenciando su
area de contacto del suelo, siendo su textura un factor que tiene influencia en el
contacto de la semilla y la absorcion del agua, permitiendo que de esta manera se
altere la imbibicién del agua, ya que este proceso depende del potencial hidrico
existente entre la semilla y el medio externo en el que se encuentra.

Tabla 5. —Sobrevivencia de las plantulas de Agave celssi var. celsii, provenientes del medio MS 100% con

diferentes concentraciones de manitol.

WYa # de plantas
Total plantas % plantas Plantas %
medio de transferidas a
Muertas Muertas establecidas sobrevivencia
cultivo Suelo
-0.34 Mpa 49 0 0 49 100.0
-0.87 Mpa 207 37 17.9 170 82.1
-1.58 Mpa 36 17 47.2 19 52.8
-1.61 Mpa 22 14 63.6 8 36.4
-1.79 Mpa 19 18 94.7 1 53
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En condiciones ex vitro, las plantulas provenientes del medio de cultivo con los
diferentes potenciales hidricos (‘\Ya), tuvieron respuestas diferentes en cuanto a su
establecimiento (Figura 11); ya que las plantulas procedentes del potencial hidrico
-1.68 MPa, lograron establecerse satisfactoriamente perdiendo solo 4 plantulas de
cada 10 que fueron transferidas a suelo, mientras que las plantulas del potencial
hidrico -1.58 de cada 5 pl cada 10 plantulas transferidas, aunque estas
presentaron mejor adaptacion al cambio en menor tiempo en comparacion con las
plantas provenientes del potencial -1.60 MPa, que tuvieron un mayor niamero de

plantulas establecidas, pero que tardaron mas de 3 semanas en recuperarse.

Debido al estrés hidrico las plantulas de Agave celsii presentaron un sistema
radicular deficiente, probablemente originado por la deshidratacion que generaron
al desarrollarse en medio de cultivo con bajo potencial hidrico; lo que coincide con
los resultados reportados por Sanchez et al. (2004), que evaluaron los efectos del
potencial hidrico en el desarrollo de plantulas de Agave salmiana, reportando que
como en agave celsii, el crecimiento del sistema radical y el hipocatilo reflejan los
efectos de la falta de agua en el sustrato, aunque Agave salmiana, resulta mas
sensible al déficit hidrico reaccionando de manera negativa a partir de los -0.03
Mpa, mientras que en agave celsii, el sistema radicular presenta un mayor dafio a
partir de potenciales de -1.0 Mpa; estos autores concluyen que los agaves tienen
una gran capacidad para mantener hidratadas sus raices cuando el sustrato solo
contiene entre el 6 y 10 % de humedad (-2.35 y 0.65 Mpa); favoreciendo de esta

manera Ssu crecimiento,
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Figura 11.-Porcentaje de plantulas muertas y porcentaje de sobrevivencia de las plantulas de Agave celsii var

celsii, que lograron establecerse en condiciones ex vitro.

El desarrollo de la raiz en el crecimiento de las plantulas y a su vez del desarrollo
de sus estructuras es de suma importancia, ya que con el crecimiento radicular se
asegura que el agua siga transportandose a la plantula permitiendo de esta
manera su desarrollo y crecimiento, puesto que las raices podrian alcanzar capas
mas profundas del sustrato teniendo acceso a una mayor cantidad de agua y al

no desarrollarse, el agua no llena los espacios celulares, lo que origina perdida de

turgencia en los tejidos impidiendo la posicion erguida del hipocotilo y

posteriormente de las hojas cuando se logran desarrollar y lograr establecerse en
el ambiente que les rodea (Nobel et al., 1990; North y Nobel, 1995; Dubrovsky,

1997).
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Las plantas, provenientes de cultivo in vitro y cultivo ex vitro de Agave celsii var.
celsii después de 25 semanas, lograron establecerse en condiciones de
invernadero (Figuras 12, 13, 14, 15), las cuales presentaron dafios originados por
la incidencia solar, dentro del invernadero, originando coloracion roja en las hojas
formadas.y en algunos casos la desecacion ya que algunas plantas no lograron
desarrollar un sistema radical eficiente, en comparacién con las plantulas del
control ex vitro. lo cual concuerda con los resultados de Malda y Maqueda (2004)
durante la evaluacién de magueyes pulqueros Agave mapisaga y Agave salmiana
en condicones de laboratorio y en invernadero; concluyendo que el cutivo invitro
acelera la tasa de cecimiento con y la formacién de un numero mayor de hojas
que los agaves cultivados en condicones de invernadero, los cuales son

pequefios y presentan un menor crecimiento foliar.

Figura 12.- Establecimiento de plantas de Agave celsii var. celsii, germinadas en condiciones ex vitro,
presentando crecimiento y desarrollo lento, con coloracion rojiza en las hojas debido a la incidencia de
la luz del invernadero.

Barra= 2 cm.
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Figura 13.-Plantas de Agave celsii var.
celsii, provenientes de condiciones in
vitro, en medio de cultivo MS sin
manitol. Que al mantenerse en
condiciones de invernadero se
establecieron, desarrollando  hojas
grandes, anchas y con espinas bien
definidas en el borde. Afectadas por el
impacto de la luz del invernadero.

Barra =2 cm.

Figura 15.- Plantulas de Agave celsii
var. celsii establecidas, provenientes de
cultivo in vitro en la concentracion 105
g/l de manitol; presentando un lento
crecimiento foliar, sin desarrollo de
espinas en el borde y coloracion rojiza
generada por la incidencia de luz del
invernadero,

Barra=2 cm.

Figura 14.-Agave celsii var. celsii
procedentes de cultivo in vitro en las
concentraciones correspondientes a
75 y 85 g/l de manitol, con poco
crecimiento en las hojas y sin la
formacion de espinas definidas en el
borde, presentando una coloracion
rojiza debido a la incidencia luminosa
del invernadero.

Barra =2 cm.
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CONCLUSIONES

El potencial hidrico juega un papel importante en la germinacién de las semillas
de Agave celsii var. celsii, generando diferencias significativas entre los
porcentajes de germinacion en medio de cultivo adicionado con manitol, el control

in vitro (sin manitol) y el control ex vitro (suelo).

El aumento del manitol en el medio de cultivo MS 100% origino potenciales

hidricos de -1.58, -1.61 y -1.79 Mpa, retrasando el inicio de la germinacion

La disminucién de la germinacion obtenida en el medio de cultivo, puede ser
resultado del manejo durante tren de escarificacién y desinfeccion realizado para

la siembra in vitro.

Las plantulas de Agave celsii, presentaron diferencias morfolégicas durante su
desarrollo in vitro, obteniendo bajos porcentajes de sobrevivencia y

establecimiento en condiciones ex vitro.
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Anexo 1

Resultados estadisticos: Potencial hidrico

Tabla A. Anova de 1 via para datos de Potencial hidrico; concentracion 1 Medio de cultivo (MS)
100%, sin manitol; concentracién 2 (MS) 100% adicionado con 75 g/l manitol; concentracion 3
(MS) 100% adicionado con 85 g/l manitol; concentracion 4 (MS) 100% adicionado con 105 g/l

manitol; concentracion 5 suelo( control ex vitro).

Analisis de varianza de una via

Variables:Concentracidn_1, Concentracién_2, Concentracién_3, Concentracidon_4, Concentracién_5

Fuente de variacién Suma DF Media
Entre Grupos 81690.55126 4 20422.63781
Infra Grupos 3329.867089 234 14.230201

Total 85020.41835 238

F =1435.161561 P < 0.0001

Tabla B. Prueba de Tukey, comparando la medias de Potencial hidrico, concentracién 1 Medio de
cultivo (MS) 100%, sin manitol; concentracion 2 (MS) 100% adicionado con 75 g/l manitol;
concentracién 3 (MS) 100% adicionado con 85 g/l manitol; concentracion 4 (MS) 100% adicionado

con 105 g/l manitol; concentracién 5 suelo( control ex vitro).

Comparaciéon miltiple de Tukey

Valor critico = 3.887909, |q*| =2.749234

Comparacion Diferencia de Medias L (95% Cl) | L/SE(L)]

Concentracion_1 vs Concentracién_3 -23.818926 (-25.935829 a -21.702023) |43 745891 P <0.0001

Concentracion_1 vs.Concentracion_4 -32.496876 (-34.613779 a -30.379973) 59.683833 P <0.0001

Concentracidn_2 vs.Concentracion_3 1.547591 (-0.569312 a 3.664494) 2.842309 P =0.2645
Concentracion_2 vs.Concentracion_4 -7.130359 (-9.247262 a -5.013456) 13.095633 P <0.0001
Concentracion_3 vs. Concentracion_4 -8.67795 (-10.794853 a -6.561047) 15.937942 P <0.0001

Concentracion_1 vs. Concentracion_5 49.523151 (47.395018 a 51.651284) 90.474355 P <0.0001

Concentracion_2 vs. Concentracion_5 |42.392792 (40.264659 a 44.520925) 77.447828 P <0.0001

Concentracion_3 vs. Concentracion_5 |40.845201 (38.717068 a 42.973334) 74.620518 P <0.0001

Concentracion_4 vs.Concentracién_5 |49.523151 (47.395018 a 51.651284) 90.474355 P <0.0001
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Anexo 2

Resultados estadisticos: Germinacion

Tabla A. Anova de 1 via para germinacion en semillas de Agave celsii var. celsi; concentracién 1
Medio de cultivo (MS) 100%, sin manitol; concentracién 2 (MS) 100% adicionado con 75 g/l
manitol; concentracion 3 (MS) 100% adicionado con 85 g/l manitol; concentracién 4 (MS) 100%

adicionado con 105 g/l manitol.

Analisis de varianza de una via

Variables: Porcentaje_Concentracion_1, Porcentaje_Concentracion_2

Porcentaje_Concentracién_3, Porcentaje_Concentracidon_4

Fuente de variacion Suma DF Media
Entre Grupos 122704.6506 3 40901.5502
Infra Grupos 72039.53778 236 305.252279

Total 194744.1884 239

F =133.992612 P <0.0001

Tabla B. Prueba de Tukey, comparando las medias del porcentaje de germinacién en semillas de
Agave celsii var. celsi; concentracion 1 Medio de cultivo (MS) 100%, sin manitol; concentracion 2
(MS) 100% adicionado con 75 g/l manitol; concentracion 3 (MS) 100% adicionado con 85 gl
manitol; concentraciéon 4 (MS) 100% adicionado con 105 g/l manitol.

Comparacién miiltiple de Tukey

Valor critico = 3.659177, |g*| =2.587499

Desviacion Estandar=17.47147

Comparaciéon Diferencia Medias L (95% Cl) [L/SE(L)]

%_Concentracion_1 vs. %_Concentracidon_4 54948955 (46.695471 a 63.202438) |24.361588 | P < 0.0001
%_Concentracién_1 vs. %_Concentracidon_3 51.657416 (43.403932 a 59.9109) 22.902287 | P <0.0001
%_Concentracion_1 vs. %_Concentracién_2 49.464197 (41.210713 a 57.717681) |21.929924 | P < 0.0001
%_Concentracion_2 vs. %_Concentracién_4 5.484758 (-2.768726 a 13.738241) 2.431664 P=0.3159
%_Concentracion_3 vs.%_Concentracion_4 3.291539 (-4.961945 a 11.545022) 1.459302 P =0.7309
% _Concentracidén_2 vs. %_Concentracion_3 2.193219 (-6.060265 a 10.446703) 0.972362 P =0.9018
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