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Resumen

En México se distribuye aproximadamente el 75% de las especies del género Agave, de
las cuales se conoce poco de las caracteristicas germinativas de sus semillas y de la
supervivencia y crecimiento de sus plantulas. En este trabajo se estudio la germinacién de
semillas provenientes de seis individuos de A. kerchovei colectadas en la regién de
Tehuacan, Puebla, bajo diferentes condiciones ambientales (temperatura constante de 25
°C y fluctuante de 15 a 35 °C; y en ausencia / presencia de radiacion luminica). También
se estudio el crecimiento de plantulas de tres individuos bajo diferentes condiciones de
riego (frecuente y esporadico) y radiacion luminica (60 y 100 % de la radiacién incidente).
Ademés de estudiar el efecto de las condiciones ambientales, se deseaba explorar el
efecto del individuo parental sobre el éxito de estas etapas tempranas de desarrollo.

El porcentaje maximo de germinacion fue de 38.12 %. Los efectos de la temperatura y de
la luz no fueron significativos sobre el porcentaje final de germinacion. Sin embargo, la
respuesta germinativa mostrd diferencias significativas segun el individuo del que
provenian las semillas. La interaccion individuo x temperatura también fue significativa,
lo que muestra que existe una interaccion genotipo-ambiente en la respuesta germinativa
de las semillas. Este es el primer trabajo sobre la germinacion del género Agave en el que

se evidencia este tipo de fenémeno.

Por otro lado, la supervivencia de las plantulas en condiciones controladas fue del 100%.
Las diferencias en el régimen de riego no generaron un efecto significativo en las
variables de crecimiento (TRC, R/V y K). En cambio, la radiacion solar y la interaccién
entre ésta y el individuo parental mostraron un efecto significativo sobre el crecimiento de
las plantulas. Estas parecen tener una adaptacion a condiciones de alta insolacion, pues
presentaron un mayor crecimiento bajo una mayor intensidad de radiacion solar. El que
hubiera un efecto significativo de la interaccion radiaciéon x individuo parental en el
crecimiento de las plantas de A. kerchovei muestra que también en esta fase del
desarrollo se presenta cierta influencia de caracteristicas ‘heredadas’ de la generacion
previa. Esto sugiere que los procesos de seleccién natural son muy activos en las
primeras fases de desarrollo de estas plantas y que la progenie de ciertos individuos esta
mejor adaptada que la de otros; estas diferencias son visibles en la germinacién de

semillas y el crecimiento de plantulas.



Abstract

Mexico contains about 75% of the species in the genus Agave. Little is known about the
germination features of most of these species, or about the growth and survival of their
seedlings. In this study we analyzed the germination behavior of seeds of Agave kerchovei
from six different parental individuals collected in the Tehuacén region in the Mexican state
of Puebla. We subjected the seeds to different conditions of temperature (fluctuating vs.
constant) and light (presence vs. absence). We also studied the growth response of
seedlings originated from three parental individuals and subjected them to different
conditions of watering and light intensity. In both experiments, in addition to studying the
effect of experimental treatments, we also aimed to study the effect of the parental plant in
the success of these life-cycle phases.

The highest germination percentage (38.12%) was obtained at a constant temperature of
25°C. The effects of temperature and light on final germination percentage were not
significant. However, the effect of parental plant was highly significant, as was the
interaction between parental plant and temperature. The latter implies that there is an
interaction between genotype and environment in the germination response of seeds. This

is the first study to report this kind of result in the Agave genus.

On the other hand, seedling survival in the greenhouse was 100%. The differences in
watering frequency did not have an effect on the growth variables analyzed (RGR, R/S
and K). However, light intensity and the interaction between light intensity and parental
plant significantly affected seedling growth. Relative growth rate (RGR) was highest under
the 100% light intensity treatment which confirms that these plants are adapted to high
solar radiation. The significance of the interaction between light intensity and parental plant
iS quite interesting, and suggests that even during this stage of the life cycle there is some
influence of inherited features from the previous generation. The progeny of some
individuals seems to be better adapted than that of others and the effects of natural

selection on seed germination and seedling growth are quite visible.



Capitulo 1. Introduccion
1.1 Laimportancia de los agaves en México

Las zonas aridas y semiaridas ocupan la mitad de los 1.9 millones de km? con los
que cuenta el territorio mexicano. Los ecosistemas desérticos y semideseérticos
asociados a estas regiones presentan limitaciones importantes para el crecimiento
de las poblaciones de plantas y para la diversidad de la vegetacion. Sin embargo,
algunas familias vegetales se han diversificado precisamente en este tipo de
habitats, por lo que en ellos es donde se presenta su mayor diversidad y
abundancia (Alvarez de Zayaz, 1989). La subfamilia Agavoideae, perteneciente a
la familia Asparagaceae (sensu Bremer et al. 2009), es una de ellas. Muchas de
las especies de esta familia presentan una serie de adaptaciones
morfofisioldgicas, reproductivas y ecoldgicas que les permiten enfrentar con éxito
las condiciones de aridez, alta insolacion y escasez de nutrientes caracteristicas
de los sistemas aridos y semiaridos. De hecho, algunos representantes de la
subfamilia Agavoideae se han considerado especies clave para estos
ecosistemas, porque ofrecen recursos abundantes a herbivoros y polinizadores
durante su época reproductiva (Leon et al., 2013) y porque pueden contribuir a fijar
el sustrato y a ofrecer condiciones adecuadas para el establecimiento de otras
especies (Arias, 2011).

La subfamilia Agavoideae (antes familia Agavaceae) es nativa del continente
Americano; consta de 25 géneros y 637 especies (Stevens, 2012), de las cuales
aproximadamente el 76% se distribuye en México. De estas ultimas, el 70% son
endémicas del pais (Garcia-Mendoza, 2004). Por esta razon, se considera que
México es el centro de origen y diversificacion de la subfamilia (Eguiarte et al.,
2000). En cuanto al género Agave, se han identificado 273 especies, y se
considera que el 75% se distribuyen en México y el 55% de ellas son endémicas
(Garcia-Mendoza, 1995 en Arias, 2011; Enoc & Portillo, 2014).

A las plantas del género Agave se les encuentra en gran parte del territorio
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nacional y muchas de ellas son endémicas de areas relativamente restringidas.
Algunas de las caracteristicas propias de estas plantas son su alta plasticidad
fenotipica y variabilidad genética, su tolerancia ecolégica, su gran capacidad de
dispersion y de germinacion de semillas, y las multiples interacciones bidticas que

establece con otros organismos (Garcia-Mendoza, 2002).

Las especies del género Agave son plantas perennes y arborescentes, con hojas
dispuestas en espiral y arregladas en forma de rosetas en el apice de un tallo, del
cual las hojas emergen de un mismo punto de crecimiento formando una cabeza
radialmente simétrica (Irish, 2000); las hojas generalmente son suculentas, lo cual
les permite almacenar agua en sus tejidos. El sistema radicular es superficial,
facilitAndoles la absorcion directa del agua de lluvia, que generalmente es escasa
e irregular en ambientes en los que viven, por lo cual la supervivencia de los
individuos en épocas de sequia depende del volumen de agua y carbohidratos
almacenados durante la época favorable, los cuales son fundamentales para
mantener su metabolismo. Se piensa que los agaves, de manera general,
presentan un metabolismo fotosintético de tipo CAM, en el que los estomas se
abren por la noche, evitando asi la transpiracion durante los momentos mas

calurosos del dia (Garcia-Mendoza, 2004).

Las especies de este género son abundantes en las provincias floristicas de las
Serranias Meridionales del centro de México, la Sierra Madre Occidental, el
Altiplano mexicano, la Peninsula de Baja California y la Sierra Madre Oriental. El
area de mayor riqgueza especifica corresponde a la provincia del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan (Colunga-Garcia et al., 2007). En esta zona se distribuyen 30
de las 251 especies que se han reportado para el pais (Garcia-Mendoza, 2004).
Entre ellas, las mas comunes son Agave angustifolia, A. macroacantha, A

karwinski, A. marmorata, A. potatorum, A. salmiana y A. kerchovei, entre otros.

Ademas de su importancia ecolégica y floristica en México, muchas de estas
especies han sido utilizadas desde tiempos prehispanicos con una gran variedad
de aplicaciones. Uno de los usos mas comunes ha sido como materia prima para

producir bebidas alcohdlicas destiladas y fermentadas, por ejemplo, el mezcal, el



tequila y el pulque (Casas et al.,, 2001); el aprovechamiento de las hojas para
construccion, medicamentos, fibras y forrajes (Garcia-Valenzuela, 2011); la
cosecha de escapos como ornamento para el hogar o para enmarcar
celebraciones religiosas (Arizaga & Ezcurra, 2002;); asi como el consumo humano
directo de los botones florales como alimento (Lira et al., 2008; Garcia-Valenzuela,
2011). En todo el pais se ha documentado que un minimo de 74 especies y 28
taxa infraespecificos se utilizan de una u otra forma por parte de las comunidades

humanas (Colunga-Garcia et al., 2007).

1.1.1 Aspectos histéricos y de aprovechamiento

El agave no es sélo una planta; también supone una cultura y tradicion e implica
una forma de vida y, en tiempos prehispanicos, una forma de supervivencia
(Escobar, 2009). Mesoamérica y Aridoamérica han sido escenario del origen y
evolucion del maguey (Agave spp.). Se conoce que en ambas regiones estas
plantas se han utilizado desde el inicio de la presencia humana hasta la
actualidad, para satisfacer y complementar una serie de necesidades basicas,
como alimento, forraje, medicamentos y construccién, entre otros, desde hace por
lo menos 9,000 afios (Granados, 1993). Nobel (1998) indica que desde 1930 se
sabia que la etnia Seri, un grupo independiente con una poblacién total de 458
personas ubicada en el noroeste de la Republica Mexicana hacia uso de nueve
especies de agaves, cuyas partes mas aprovechadas son el tallo, la base de las
hojas y las inflorescencias. Entre las especies que utilizan estan Agave cerulata y
A. colorata, como fuentes emergentes de agua o para elaborar licor; ademas, la
fibra de las hojas se usa para hacer cepillos. De las hojas maceradas de A. schottii
se obtiene jabdn; con las semillas se hacen collares y los quiotes (i.e. los escapos)

se usan como ganchos para cosechar frutos de cactus (Nobel, 1998).

Una de las especies mas utilizada a lo largo de la historia de México es el maguey
pulquero, Agave salmiana, cuya importancia era tal que segun registros

arqueolodgicos fue deificado por los mexicas como la diosa Mayahuel, la diosa del



maguey, debido a las bondades que brindaba. Esta planta se encuentra
representada en pinturas, murales y codices provenientes de la cultura mexica y
otras culturas indigenas del centro de México (Garcia-Mendoza, 2004). Gentry
(1982) menciona que, hay evidencias arqueolégicas que muestran que las
personas que habitaban este region antes de la llegada de los aztecas ya habian
usado el maguey por miles de afios. En el mismo documento se sefala el
conocimiento de que los mexicas extendieron el cultivo del maguey y sus
productos y que probablemente se introdujeron nuevas variedades de fuentes
silvestres por medio de la seleccion de las mejores plantas, o que constituye el

inicio de un proceso de domesticacion.

En la revision de historia de los agaves por Escobar (2009) se cita que los mexicas
conocian a los magueyes con el nombre genérico de metl, y no fue sino hasta
1753 que Linneo ubicdé a estas plantas en el género que nombré Agave. La
palabra Agave proviene de la raiz griega que significa “admirable” y describe no
sélo su rara apariencia, sino la longitud de sus escapos y el bello espectaculo que
producen durante su floracion, que en muchos casos ocurre s6lo una vez en el
ciclo de vida de la planta, para después morir (Nobel, 1988). Algunas presentan
propagacion vegetativa, por lo que el individuo genético no muere con la muerte
de la roseta. Las culturas prehispanicas utilizaron los magueyes de manera
integral desde las raices hasta las semillas, recibiendo cada érgano un nombre
especial (Garcia-Mendoza, 2004).

1.2 Biologia reproductiva del género Agave

Las especies de la subfamilia Agavoideae presentan gran variacion en su biologia
reproductiva. Para empezar, existen especies tanto semélparas como iteroparas.
Las plantas semélparas (0 monocarpicas) se caracterizan por que la planta se
reproduce una sola vez y al cabo de esto muere. Y en las plantas iter6paras (o

policarpicas) se presentan varios eventos reproductivos antes de su muerte.

Existe una cantidad limitada de informacibn sobre los sistemas de



autocompatibilidad en las especies de esta subfamilia, pero se piensa que son en
Su mayoria autocompatibles, con excepcion de Hesperaloe y de algunas especies
de Agave que presentan barreras precigoéticas a la autofecundacion (Eguiarte et
al., 2000; Rocha et al., 2007).

Después de varios afios de crecimiento, los agaves producen una inflorescencia
gue se desarrolla a partir de su meristemo apical; ésta se extiende formando un
escapo que se eleva y al poco tiempo empieza a perder turgencia por la pérdida
de humedad (Valenzuela, 1997; Escobar, 2009). Dicho escapo puede llegar a
medir entre 2 y 10 metros de altura, dependiendo de la especie (Gentry, 1982). En
A. deserti, desde que emerge la inflorescencia a principios de marzo hasta el
desarrollo de las semillas a mediados de agosto, la inflorescencia llega a crecer
mas de 16 cm por dia hasta alcanzar, en promedio, 3.6 metros de altura 'y 1.25 kg
de peso seco (Nobel, 1977). La biomasa necesaria para generar la inflorescencia
se moviliza desde las hojas, las cuales pierden el 36% de su peso secoy 77% de
su peso humedo. Ademds, se dan pérdidas de agua también por las ramas
laterales de la inflorescencia, asi como por las flores cuando producen abundante
néctar. Por lo tanto, la pérdida de agua es alta durante la reproduccion sexual,

comparada con lo que ocurre en plantas con propagacion vegetativa.

Nobel (1977, 1988) estudié la capacidad fotosintética de las plantas al llegar el
momento de la reproducciébn y evalué las demandas energéticas de la
inflorescencia en crecimiento, asi como el movimiento masivo de carbohidratos y
otros materiales desde las hojas, lo que en conjunto provoca la muerte de la planta
debido al tremendo gasto energético y de agua en un sOlo periodo de

reproduccion sexual (Gentry, 1982).

Las flores de los agaves proveen de recursos a los polinizadores, como
murciélagos, abejas, avispas, moscas, escarabajos y colibries, ya que producen
néctar abundante y diluido, principalmente de noche. Estas caracteristicas,
aunadas a la variedad en la coloracion y forma de las flores, atrae a diferentes
grupos de polinizadores, segun la especie (Howell, 1979; Nobel, 1988; Arizaga et
al., 2000; Garcia, 2004). Como se dijo antes, se sabe que muchas especies son
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autocompatibles, pero como resultado, algunas de ellas presentan intensa

depresion por endogamia (Eguiarte, et al., 2000; Escobar, 2009).

Las especies estudiadas del género Agave producen flores de color blanquecino-
verdosas, amarillentas y rojizas. La mayoria son tubulares, mas o menos cerradas
y todas presentan ovario infero. Las flores duran abiertas varios dias y son
protandricas; el primer dia de la antesis producen polen y en los siguientes el
estigma se vuelve receptivo. Los frutos son capsulares (Eguiarte et al., 2000). La
mayoria son generalistas, pues sus polinizadores pueden ser murciélagos,
esfingidos, colibries, abejas y avispas, aunque se ha visto que los murciélagos son

los polinizadores mas comunes.

1.2.1 Propagacion vegetativa

Los agaves se reproducen de manera sexual, produciendo generalmente una gran
cantidad de semillas, y algunos también se propagan vegetativamente. La
propagacion vegetativa se lleva a cabo a través de la produccién de hijuelos (Fig.
1.1) o de bulbilos (Fig. 1.2), lo cual favorece la alta supervivencia de los ramets
resultantes, debido a que en sus fases iniciales la planta madre les provee de
fotosintatos y recursos hidricos y el nuevo organismo se establece contando ya

con un nivel de desarrollo bastante elevado (Aguirre et al., 2001).

El desarrollo de hijuelos a partir de estolones (tallos que se encuentran
conectados a una planta y que con el tiempo producirdn un individuo
genéticamente idéntico a ella) se inicia en la base de las rosetas en la mayoria de
las especies, de tal manera que los ramets aparecen alrededor de las mismas.
Algunas especies nunca producen hijuelos, y otras lo hacen sélo cuando la roseta
es joven, mientras que otras mas se propagan vegetativamente a lo largo de toda
su vida, o soOlo durante la maduracion sexual, con la emergencia de la
inflorescencia (Gentry, 1982). De esta manera, muchas de las poblaciones
silvestres de Agave se reproducen sexualmente con la consecuente formacion de

semillas en conjuncion con bulbilos e hijuelos, como es el caso de A. tequilana. En
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estos casos, tanto la reproduccién sexual como la propagacién vegetativa se
presentan en cada generacién (Escobar, 2009).

En las especies que se producen bulbilos, éstos se generan en la inflorescencia a
partir de las yemas de las flores que no fueron fecundadas (Gentry, 1982) y
pueden tener tres destinos: a) ser depredados, b) caer al suelo y establecerse, o
c) permanecer en el escapo en donde se secan y mueren (Arizaga & Ezcurra,
2002).

Por otro lado, los estolones son un medio de propagacion eficaz en muchas
especies de agaves, y los ramets resultantes tienen una alta supervivencia y tasa
de crecimiento debido a que reciben fotosintatos y agua de la planta madre, y a la
larga pueden alcanzar independencia fisiolégica (Gentry, 1982; Nobel, 1998; Arias,
2011). Se ha visto que en A. deserti el 99 % de los individuos proviene
propagacion vegetativa, lo que demuestra la importancia de este fenémeno
(Nobel, 1992).

A pesar de que la propagacion vegetativa puede disminuir la diversidad genética
en una poblacién, es un medio por el cual un genotipo aumenta significativamente
sus posibilidades de supervivencia en climas extremos e impredecibles (Gentry,
1972; Arias, 2011).

Figura 1.1. Rosetas de Agave americana en la que se ejemplifica la produccion de ramets

laterales (Tomada de http://www.jardinerosenaccion.es/planta.php?id pla=380).
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Figura 1.2. a) Bulbilos de Agave tequilana, variedad azul (tomada de
http://agavetequilanaweber.blogspot.mx/2013 10 01 archive.html); b) bulbilos de Agave

salmiana en el escapo floral (tomada de http://www.pictaram.com/tag/agavesalmiana).

La propagacion vegetativa es muy importante para las especies del género Agave,
ya que muchas de sus poblaciones dependen de este proceso para su
persistencia, debido a que es comun que presenten bajas tasa de germinacion y/o
establecimiento de plantulas. Esto se ha visto en A. tequilana, que segun
observaciones de campo, presenta un bajo éxito de la reproduccion sexual y el

reclutamiento de plantulas a partir de semillas (Valenzuela, 1997).

1.2.2 Reproduccion sexual

En el género Agave, la reproduccion sexual se logra gracias a la polinizacion que
efectlan diversos vectores animales, tanto vertebrados como invertebrados. Las
flores son hermafroditas y presentan protandria, la puede reducir la
autopolinizacion pero posiblemente no reduce la geitonogamia (la polinizacion por
polen proveniente de flores de la misma planta), pues es comun que las flores en
una misma inflorescencia maduren de forma asincrénica, teniendo
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simultdneamente en un momento determinado flores en fase estaminada y otras
en fase pistilada. La geitonogamia se considera como un mecanismo de
autopolinizacion; sin embargo, en algunas especies de Agave, como A. coculi,
este proceso se ve reducido por la existencia de un mecanismo de auto-
incompatibilidad genética puesta de manifiesto en pruebas de auto-polinizacion.
Esta caracteristica hace que A. cocui sea dependiente de vectores de polinizacion
externos; dicho de otra manera, se reproduce exclusivamente por polinizacion

cruzada (Lemus, 2002).

Con Agave palmeri ocurre lo contrario: sus flores son nocturnas y la dehiscencia
de las anteras ocurre entre las 20 y las 22 horas. Howell y Roth (1981)
consideraron que su principal polinizador es el murciélago nectarivoro
Leptonycteris curasoae, aunque también la visitan insectos y aves. Sus datos,
junto con los de Sutherland (1987), indican que este agave es auto-compatible.
Sin embargo, presenta una fuerte depresion por endogamia y su reproduccion
presenta limitacion por polinizadores, ya que las polinizaciones manuales
aumentan notablemente la fecundidad. Esta especie tiene una produccién de
frutos (fruit set, proporcion de frutos producidos con respecto al nimero de flores)

del 16.6% de las flores polinizadas.

Otra especie cuya biologia reproductiva se ha estudiado es A. macroacantha. La
floracién de este agave ocurre de mayo a julio y tiene una duracion promedio de
29 dias en las rosetas individuales (Arizaga & Ezcurra, 2002). Las flores son
protandricas y la antesis se da por la tarde después del tercer dia del desarrollo de
la flor, y los pistilos maduran después del quinto dia. La formacion de frutos por
autopolinizacion en ésta especie es de soOlo 1.6%, mientras que en las cruzas
intra-especificas la produccion de frutos alcanzo hasta un 19.5%. Por lo tanto, esta
especie produce frutos y semillas casi exclusivamente por entrecruzamiento y
presenta un alto grado de auto-incompatibilidad con una marcada dependencia de
polinizadores nocturnos para su éxito reproductivo (Arizaga et al., 2000). En un
reciente estudio en A. angustifolia y A. subsimplex (Molina-Freaner & Eguiarte,

2003) se reportd que el éxito del establecimiento de frutos es, en promedio de
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30%, existiendo una relacion inversa con la produccion de bulbilos. Sobre los
tratamientos de polinizacién, reportan que los entrecruzamientos generan un
mayor establecimiento de frutos y semillas que los controles, y que las auto-cruzas
manuales no generan frutos ni semillas, sugiriendo que los polinizadores
nocturnos, como el murciélago Leptonycteris curasoae, son importantes para el
éxito reproductivo de estas especies. Por otro lado, Escobar (2009) reporta que los
porcentajes de frutos obtenidos en las cruzas intra-especificas de A. tequilana son
similares, siendo de 6.6% para A. tequilana y 4.2% para A. americana, lo que
sugiere que las dos especies sufren de depresion por endogamia y el mayor éxito

reproductivo se da por entrecruzamientos.

La cantidad de frutos y semillas viables que produce un agave varia de acuerdo
con la especie; por ejemplo A. macroacantha produce un promedio de 24 frutos
por planta y 117 semillas fértiles por fruto (Arizaga & Ezcurra, 2002), mientras que
A. victoria-reginae produce 1271 frutos por planta y 67 semillas por fruto
(Martinez-Palacios, 1998). También algunos de ellos son poliploides estériles que
rara vez 0 nunca consiguen formar semillas viables; como es el caso de A.

fourcroydes (Escobar, 2009).

Aunque en los agaves es comun que la proporcién de semillas que germinan sea
alta, también es cierto que en el campo es dificil que se presente este mismo nivel
de éxito, pues pocas semillas germinan y la supervivencia de las plantulas también
es baja (Arias, 2011). De esta manera, los procesos tempranos de germinacion de
semillas y establecimiento de plantulas en condiciones naturales, que son
fundamentales para la permanencia de las poblaciones, representan un filtro
poblacional intenso para estas plantas. Sin embargo, se sabe poco sobre las
caracteristicas germinativas de las semillas de los agaves y sobre las respuestas

de crecimiento de las plantulas (Ramirez, 2010).

1.3 Germinacion de semillas en el género Agave

La germinacién es un proceso complejo que comienza con la absorcion pasiva de
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agua por parte de la semilla (imbibicion), el rompimiento de latencia (cuando la
hay) y la reactivacion de los procesos metabdlicos del embrion; y se completa
cuando un parte del embrién, por lo general la radicula, se extiende a través de las
estructuras que lo rodean y emerge hacia el exterior. El éxito y la velocidad del
proceso germinativo dependen de muchas variables, entre ellas el tamario, la
forma, y el tipo de semilla, su origen, la permeabilidad de la testa, la profundidad y
el tipo de latencia, asi como del efecto de factores ambientales como la
temperatura, la radiacién luminica y la disponibilidad de agua (Ramirez-Tobias et
al., 2011).

Tanto la germinacion como el crecimiento de las plantas se ven afectados por
factores ambientales, de manera tal que suelen reflejar las caracteristicas del
medio en el que se distribuye cada especie. Por ejemplo, la germinacién de las
especies adaptadas a climas secos puede llevarse a cabo aun en condiciones de
humedad relativamente reducida (Allen et al., 2000). En general, la disponibilidad
de humedad es el factor mas importante que afecta el porcentaje y la velocidad de
germinacion y en muchas ocasiones también resulta vital para la eliminacion de
inhibidores de la germinacion que se encuentran acumulados en diferentes partes
de la semilla. Ademas, la disponibilidad de agua es un regulador fundamental del
crecimiento, ya que interviene directamente en la fotosintesis. Sin embargo, este
recurso vital es extremadamente escaso y de disponibilidad muy estacional en los
sistemas desérticos y semidesérticos, por lo que se le considera el factor limitante
mMAas importante en estos ecosistemas (Sanchez et al., 2004).

Ademas de la humedad, la radiacion luminica puede ser importante para la
germinacion de semillas de la subfamilia Agavoidea, sin embargo se ha observado
que algunas especies no son fotoblasticas como es el caso de las semillas de
Furcraea parmentieri en las que el 98 y 99% germinaron en tratamientos de
oscuridad y de luz, respectivamente (Hernandez, 2009). Ademas, en condiciones
naturales hay una relacion entre la radiacion luminica y la temperatura, siendo
esta Ultima una variable que también afecta marcadamente la germinacion.

Muchas semillas germinan mejor bajo temperaturas alternantes (por ejemplo,
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entre 20 y 30°C), pues en el campo la temperatura durante el dia es mas alta que

durante la noche (Powell, 1998).

En general las especies del género Agave presentan altos porcentajes de
germinacion cuando se someten a temperaturas de entre los 20 y 35° C. Por
ejemplo, Agave desertii presenta su mas alta germinacion a 21°C (Jordan & Nobel,
1979); Agave americana (Pritchard & Miller, 1995) a 25 °C y A. lechuguilla a 35°C
(Serrano et al., 2000).

Algunas especies requieren de una exposicion a bajas temperaturas
(estratificacion) para romper la latencia e iniciar la germinacién. En esos casos, las
altas temperaturas pueden inhibir la germinacién. Estudios con A. virginica
muestran que sus semillas requieren de un periodo de estratificacidn para romper
la latencia, lo cual se logra manteniéndolas a temperaturas entre 0 y 10° C previo

a la germinacion (Hernandez-Cruz et al., 2000).

Las semillas recién colectadas de varias especies de Agave presentan altos
porcentajes de viabilidad. Se han reportado porcentajes de germinacién entre 75y
100 % en Agave parryii var. parrryii (Freeman, 1975 en Serrano et al., 2000), A.
americana (Prichard y Millar, 1995), A. lechuguilla (Freeman, 1975 en Serrano et
al.,, 2000) y A. macroacantha (Arizaga, 1998). También se has reportado
porcentajes similares para especies de otros géneros de la subfamilia, como
Manfreda brachysachya (Orozco-Segovia,1996 en Serrano et al., 2000),
Polianthes longiflora (Serrano et al., 2000), Furcraea longaeva, F. pubescens
(Garcia-Mendoza, 2001), asi como varias especies del género Yucca (Argot,1962
en Garcia-Mendoza, 2001).

La gran riqueza del género Agave, asi como la diversidad de ambientes en los que
se distribuye, lo convierten en un grupo de mucho interés para investigar la
manera en la que las respuestas de germinacién de semillas y crecimiento
temprano de plantulas de cada especie reflejan las condiciones en las que
evolucionaron y que, a su vez, determinan sus patrones de distribucion,

abundancia y rareza (Ramirez, 2010).
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Se ha registrado que A. karwinskii, A. macroacantha, A. marmorata, A. pacocki y
A. salmiana presentan patrones de distribucidon asociados a plantas nodrizas
(Valiente-Banuet, 1991; Valiente-Banuet & Verdu, 2007), o que sugiere que la
germinacion de sus semillas y/o el establecimiento de sus plantulas requiere de la
proteccion que ofrecen estas plantas. De hecho, se ha registrado una mayor
germinacion de semillas bajo nodrizas, en relacion con los espacios abiertos en
especies tales como A. macroacantha, A. marmorata, A. peacockii, A. salmiana

var. faerox, A. potatorum y A. kerchovei (Arizaga, 2000).

Para A. potatorum, ademas de los datos mencionados, en condiciones de
laboratorio se han registrado porcentajes de germinacion de alrededor de 50% en
agua destilada a 25°C (Maiti et al., 2004). La disponibilidad de agua fue el factor
mas importante para inducir la germinacion. Al disminuir la disponibilidad de agua,
la germinacién se redujo de 80-90% en potenciales hidricos de 0.0 MPa, a 55-60%
en potenciales de -0.5 MPa, y a 5-10% en potenciales de -0.9 MPa (Rangel-
Landa, 2009). En el campo, la disponibilidad de agua en el suelo es muy variable
en el tiempo y en el espacio, a diferencia de los experimentos en laboratorio en

donde las condiciones son constantes.

1.4 Crecimiento y supervivencia de las plantulas en el género Agave

El crecimiento de las plantas se ve afectado por factores ambientales, como el
agua, la luz, el sustrato y la temperatura, de manera que suelen reflejar las
caracteristicas del medio en el que se distribuye cada especie (Godinez-Alvarez et
al., 1999, Ruedas et al., 2000). En las zonas &ridas y semiaridas, la luz y el agua
son dos de los factores fisicos mas importantes que afectan el desarrollo de las
plantulas (Flores & Jurado 2003). Diversos estudios muestran que la restriccion de
humedad en el sustrato limita el crecimiento de plantulas del género Agave y
produce cambios en la cantidad y distribucion de biomasa entre 6rganos (Erice et
al., 2010; Atchen et al.,, 2010 en Ramirez, 2010). Se ha comprobado que los

agaves se ven favorecidos en su crecimiento cuando se riegan durante el periodo
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de sequia, como en el caso de A. lechuguilla (Nobel et al., 1989).

El estrés causado por la sequia o las temperaturas extremas aumenta el riesgo y
la severidad de la fotoinhibicion en ambientes aridos (Valladares 2004; Pérez-
Sanchez et al.,, 2015). La fotoinhibicion se define como cualquier baja en la
regulacion del aparato fotosintético en respuesta al exceso de luz, cuando se
produce mas glucosa en las hojas de la que puede ser utilizada como energia por
el resto de la planta y/o se absorbe méas energia luminica de la que puede ser
utilizada por los cloroplastos para la fijacion del dioxido de carbono (Adams et al.
2013).

La sombra que se presenta en lugares con abundante vegetacién puede reducir la
fotosintesis y limitar el desarrollo de las plantulas (Pérez-Sanchez et al., 2015),
pero también puede ser beneficiosa al reducir el sobrecalentamiento, la
transpiracion excesiva, y la fotoinhibicion que pueden experimentar las plantas que
crecen en areas abiertas (Flores y Jurado de 2003, Valladares de 2004, Pérez-
Sanchez et al., 2015). Se ha visto que el microambiente bajo las plantas nodrizas
mejora el rendimiento fisiolégico de las plantulas suculentas del desierto. Esto se
ha probado mediante la medicion de fluorescencia de la clorofila en las hojas o
estructuras fotosintéticas y la medicién de la tasa relativa de crecimiento (TRC) y
la relacion raiz/vastago (R/V) en especies como Echinocactus platyacanthus,
Ferocactus histrix, Myrtillocactus geometrizans, Stenocactus coptonogonus, Agave
lechuguilla, Agave salmiana y Yucca filifera (Pérez-Sanchez et al., 2015). De esta
manera, la supervivencia de las plantulas esta influenciada en gran medida por su
establecimiento con o sin nodriza, siendo éste un aspecto fundamental en las
zonas éaridas y semiaridas (Franco & Nobel, 1989; Suzan et al., 1996). Por
ejemplo, en A. macroacantha se observo que las plantulas sin nodriza no
sobrevivieron mas de un afio, mientras que del 1 al 10 % de las plantulas nodrizas

sobrevivio mas de dos afos (Arizaga & Escurra, 2002).

1.5 Efectos maternos y genéticos en la germinacion y el crecimiento
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Para comprender la influencia que tiene la herencia (y otros efectos maternos) en
los procesos de germinacion y el crecimiento de las plantas, se debe de estudiar el
desarrollo del gametofito femenino y masculino, puesto que éstos contienen el
material genético de las semillas y de las plantas resultantes, el cual es
responsable en gran medida de sus caracteristicas morfofisiologicas. Los 6vulos
son los precursores directos de las semillas y éstos juegan un papel central en la
reproduccion sexual de las plantas, tanto en la formacién de las semillas, como en
su viabilidad, en su tasa germinativa y en el establecimiento de nuevas plantulas
(Gasser et al., 1998). Es importante recordar que en las angiospermas se lleva a
cabo una doble fecundacion que involucra la fusion de las células esperméticas
con dos células especificas del gametofito femenino o saco embrionario, la célula
huevo y la célula central, las cuales dan origen al embrion y al endospermo de la

semilla respectivamente (O’Neill & Roberts, 2002; Escobar, 2009).

Se debe mencionar que hay muy poca informacién sobre el desarrollo del sistema
reproductivo en los agaves (Gentry, 1982). Los estudios disponibles se limitan a
algunos aspectos de la polinizacion (Arizaga et al., 2000; Slauson, 2000),
produccion de néctar, y la viabilidad de la semilla (Freeman & Reid, 1985;
Bustamante, 2012), mientras que se sabe poco acerca de otros aspectos, tales

como la gametogénesis.

1.5.1 Desarrollo del gametofito femenino

Segun Dahlgren y colaboradores (1985) el gametofito femenino de las Agavoideas
se genera a partir de un Unico megasporocito funcional a través de la
gametogénesis. Este desarrollo es el mas comun en las angiospermas y se
conoce como tipo Polyconum, el cual estd presente en el 70% de las
angiospermas, entre ellas en A. tequilana y A. americana (Coimbra et al., 2007;
Escobar, 2009). El desarrollo es el siguiente: en el évulo usualmente un solo
megasporocito entra en meiosis y produce cuatro megasporas haploides; tres de

ellas entran en el programa de muerte celular programada, mientras que la
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megaspora funcional se divide mitéticamente para dar origen al saco embrionario.
Después de tres ciclos de divisiones nucleares, se tienen ocho ndcleos, los cuales
se diferencian en cuatro tipos celulares. Tanto la célula huevo, como la célula
central, son fertilizadas por una célula espermética cada una, formando el embrién
y el endospermo respectivamente. Las células gaméticas estan flanqueadas por
células accesorias, dos células sinérgidas, ubicadas en la zona micropilar, que son
el punto de entrada del tubo polinico. Las sinérgidas son necesarias para la
atraccion del tubo polinico e inducen también la liberacion de las células
espermaticas. La zona opuesta, estd ocupada por tres células antipodas que
degeneran antes de la fertilizacion, cuya funcidén adn no esté clara (Dahlgren et al.,
1985; GroB-Hardt, et al., 2007).

1.5.2 Desarrollo del gametofito masculino

El gametofito masculino o grano de polen, es un organismo tricelular derivado de
divisiones celulares. Su historia comienza en la antera, cuando las células madre
del polen entran en meiosis para formar tétradas; cada tétrada esta unida por una
pared de callosa. Las microsporas son liberadas por la accién de la calasa, una
enzima producida por el tapetum, después de lo cual cada microspora entra en
mitosis asimétrica, porque el ndcleo que se divide estd adyacente a la pared, de
tal manera que después de la divisién, una célula es mucho mas pequefa que la
otra. Las dos células de este grano de polen bicelular tienen distintos destinos
celulares (McCormick, 2004). La célula mas grande es llamada célula vegetativa, y
la pequefia es la célula generativa. La célula vegetativa no vuelve a dividirse,
mientras que célula generativa entra en mitosis para formar las células
espermaticas. El tiempo de la segunda mitosis varia en diferentes familias de
plantas; algunas veces ocurre en de las anteras (como en pastos y cruciferas),
aunque mas comunmente se da durante el crecimiento del tubo polinico (Dahlgren
et al., 1985).

Existen pocos estudios sobre el desarrollo de los gametos tanto femenino como
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masculino en agaves y uno de ellos es el de Escobar (2009), en cual se observo
que el desarrollo de los gametofitos de A. tequilana y A. americana es el que ya se
describié en los péarrafos anteriores. Sin embargo Piven y colaboradores (2001)
observaron que en A. fourcroydes y A. angustifolia el gametofito femenino se
desarrolla directamente en un saco embrionario de dos megasporas viables
(similar al tipo Allium). Estas megasporas se dividen mitéticamente dos veces
dando como resultado la migracién de los nucleos y la maduracién del saco
embrionario. Asimismo, observaron que durante la megasporogénesis cuando la
célula madre de la megaspora entra en meiosis, ocurre fragmentacion de los
cromosomas. Lo anterior conduce a la degradacion de los nucleos y la aparicion
de numerosos sacos embrionarios vacios, provocando baja fertilidad del
gametofito femenino, mientras que el gametofito masculino genera granos de
polen binucleares con baja viabilidad, que sélo llega al 0.5%, y puede llegar a
aumentar a 1% en medio de cultivo ajustado con vitaminas en A. fourcroydes y a

3% en A. angustifolia.

En otro estudio con A. tequilana (Ruvalcaba-Ruiz & Rodriguez-Garay, 2002) se
observd que las células madre del polen presentaban irregularidades meioticas
gue sugerian aberraciones cromosomicas, tales como deleciones y duplicaciones,
intercambios entre cromatidas hermanas e inversiones, las cuales se ven
reflejadas en la baja viabilidad de los granos de polen, reduciendo de esta manera

la tasa de germinacién de las semillas.

Aunque son escasos los estudios que demuestren la influencia de los efectos
maternos sobre el proceso de germinacion de semillas y el crecimiento de las
plantulas, éstos se pueden asociar, por ejemplo, con el tamafio de las semillas (el
cual a su vez determina el tamafo de las plantulas en sus fases iniciales). Se ha
visto que el tamafo de la plantula influye en su probabilidad de supervivencia en
A. salmiana (Vazquez et al.,, 2011) y en otras suculentas, como en el cactus
Stenocereus beneckei (Ayala-Cordero et al., 2006). Los nutrientes que contienen
las semillas se almacenan en el endospermo (o los cotiledones), el cual es de

origen materno y hereda a las semillas su “sello” particular, tanto genético como
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ambiental (i.e., resultado de las condiciones ambientales bajo las que se desarrolld
la semillas). Estos efectos maternos y su influencia sobre la germinacion de
semillas y el crecimiento de plantulas practicamente no se han estudiado en el

género Agave.

1.6 Objetivos
1.6.1. Objetivo general:

Estudiar la germinacion de semillas y el crecimiento temprano de plantulas de
Agave kerchovei Lem. provenientes de diferentes individuos parentales,
sometiéndolas a condiciones controladas de temperatura y radiacion luminica (las
semillas), y a diferentes frecuencias de riego y niveles de exposicion a la radiacién
(las plantulas), con el objeto de analizar su capacidad de respuesta ante los

factores experimentales utilizados.

1.6.2 Objetivos particulares

e Examinar si la temperatura (constante vs. fluctuante) tiene un efecto sobre

la velocidad y el porcentaje de germinacion de las semillas de A. kerchovei.

e Examinar si la luz (presencia vs. ausencia) tiene un efecto sobre el

porcentaje de germinacion.

e Determinar si existen diferencias en las respuestas germinativas de las

semillas provenientes de diferentes individuos parentales.

e Analizar la respuesta de crecimiento de las plantulas de A. kerchovei bajo
diferentes condiciones controladas de radiacion luminica (luz directa vs.

sombra) y frecuencia de riego (frecuente vs. esporadico).

e Determinar si existen diferencias en las respuestas de crecimiento de

plantulas provenientes de diferentes individuos parentales.
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Capitulo 2. Sistema de estudio

2.1 Especie de estudio

Agave kerchovei Lem. pertenece al subgénero Litteae y al grupo Marginatae. Es
un agave mediano, de tallo corto de color verde brillante y rosetas amplias con 80-
100 o més hojas (Fig. 2.1). Sus hojas miden 40-125 x 5-12 cm y generalmente son
lanceoladas, de apice acuminado y generalmente sin dientes, aplanado, de color
verde amarillento a verde. EI margen de las hojas es recto, rara vez sin dientes, y
los dientes generalmente son grandes, de 8-15 mm de largo distanciados 2-5 cm
entre ellos, curvos, planos, grises con la punta amarillenta. La inflorescencia es
espigada, muy densa, de 2.5 a 5 m de altura; el pedunculo posee bracteas
estrechas. La coloracién de las flores va de verdosas a violaceas, y miden de 38 a
46 mm de largo; el ovario mide 18-21 mm de longitud y es fusiforme; los tépalos
miden 15-20 x 6-7.5 mm y tienen coloraciones de verde a rojizas. Los filamentos
miden 40-50 mm, son mas palidos que los tépalos y se encuentran insertados en
el borde del tubo. Las anteras son de 18-20 mm de longitud, de color amarillo a
rojizo. Los frutos son capsulas oblongas, de 2.5-3.5 x 1-1.2 cm, fuertemente
cerradas. Las semillas son muy pequefas, de 3.5-4 x 2.5-3 mm, y con forma de
media luna, superficie lisa y color negro lustroso. Después de fructificar, la roseta
muere (Brena, 2012)
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Figura 2.1. a) Roseta de Agave kerchovei; b) detalle de la morfologia de las espinas a lo
largo del margen de la hoja; c) inflorescencia espigada; y d) semillas. Fotografias tomadas
de: http://www.naturalista.mx/taxa/281040-Agave-kerchovei y de Brena (2012).
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Agave kerchovei es una especie endémica de México. Se distribuye desde el
centro del estado de Hidalgo hasta el sur de Oaxaca. Se le encuentra en
elevaciones entre 1400 y 1875 m s.n.m., principalmente en sitios semiaridos, en
valles aluviales, en pendientes dendriticas y laderas rocosas y empinadas. Las
comunidades en donde habita suelen ser semiabiertas, con arboles pequefios y
gran diversidad de suculentas como cactaceas, bromeliaceas y otras agavaceas.
A. kerchovei es una de las pocas especies que puede persistir en zonas con altos

niveles de erosion (Gentry, 1982).

En la region de Tehuacan-Cuicatlan a esta especie se le conoce como “cacayas’,
‘rabo de ledn” o “maguey ixtle” y se le aprovecha como recurso textil, pues de la
fibra que se obtiene de sus hojas, se elaboran cordeles, canastos, ayates y
estropajos. También se utiliza como forraje para ganado caprino u ovino, y
ademas tiene un uso ornamental. Con las rosetas se elaboran escobas, y a partir
del quiote (el tallo de la inflorescencia) se construyen cercos y corrales. Los
botones florales se utilizan como alimento, siendo de gran importancia para los
pobladores de las localidades de San Rafael y San Gabriel, en Puebla (Brena-
Bustamante et al., 2013).

El aprovechamiento de A. kerchovei como alimento se da en la época de floracion,
gque va de octubre a enero. Esta forma de aprovechamiento conlleva la
interrupciéon del proceso reproductivo de los individuos afectados, con el
consecuente efecto que esto puede tener sobre la misma poblacién de A.
kerchovei, asi como sobre sus polinizadores (que presumiblemente son
murciélagos, aves o insectos; Gentry, 1982) y otros organismos que interactdan

con él.

2.2 Sitio de colecta

La localidad en la que se llevo a cabo la colecta de las semillas de A. kerchovei
estd en el municipio de Cafiada Morelos, en el estado de Puebla, México. Esta

localidad se encuentra situada en las zonas altas que limitan el Valle de Tehuacan
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(< 2000 m s.n.m.), pero que ya no forman parte del poligono de la Reserva de la
Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan (RBT-C). Sin embargo, su colindancia directa con
el Valle de Tehuacéan la convierte en una zona altamente diversa y muy
interesante, pues en ella se presenta un tipo de vegetacion reconocido como
“Mexical” (Valiente-Banuet, et al., 1991) en el que coexisten elementos de la zona
semiarida del Valle de Tehuacan y de la zona templada de mayor elevacion que
colinda con ésta. El Valle de Tehuacan presenta una alta diversidad de
agavaceas, cactaceas y otras plantas suculentas (Albino-Garcia et al., 2011) y se
le considera como el area de diversificacion y de mayor riqueza del género Agave

y de varios géneros de cactaceas (Davila et al., 2002).

El sitio de la colecta (N 18° 42’ 24.65” y O 97° 24’ 04.33”) esta situado a una altitud
de 2300 — 2400 m s.n.m., y se ubica aproximadamente a 4 km al sureste del
poblado de Morelos Cafiada, colindante con la carretera 144 (Azumbilla-
Tehuacéan) (Figura 2.2). La precipitacion anual en esta zona es de 375.5 mm y la
temperatura media anual es de 13.4 °C (CONAGUA, 2010; Estacién climatolégica
Canada Morelos). El clima es de tipo BS:kw(w)igw”, semiseco a templado con
lluvias en verano (segun Garcia, 2004 en Vazquez, 2013). El suelo es derivado de
rocas calizas, poco profundo y con afloramientos de roca madre. La pendiente del

terreno es, en promedio, de 24.7 ° £ 8.7 d. e. (Vazquez, 2013).

El tipo de vegetacion en el sitio de estudio es un matorral rosetéfilo sub-montano
(también llamado “Mexical’), en el que los elementos fisondmicos mas importantes
son Agave potatorum, A. macroacantha, A. kerchovei, Lippia graveolens, Yucca
periculosa, Salvia thymoides, Dasylirion serratifolium y Quercus sebifera, de las
cuales estas dos ultimas son dominantes (Valiente-Banuet et al., 1991).

En esta localidad se han observado practicas extractivas de “marmol”’, que es
abundante en la zona (Vazquez, 2013) y en las laderas aledafias hay campos de

cultivo de temporal en los que se siembra maiz.
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Figura 2.2 Poligono de la Reserva de Tehuacan-Cuicatlan, en Puebla y Oaxaca, Yy
localizacion del sitio de colecta de semillas (punto rosa en la parte superior izquierda).
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Capitulo 3. Métodos

3.1 Colectay almacenamiento de las semillas

Se colectaron semillas de A. kerchovei de seis individuos en la localidad de
Cafada Morelos (Fig. 2.2) a principios de agosto 2014. Las semillas colectadas de
cada individuo se almacenaron por separado en bolsas de papel de estraza
durante 15 dias.

3.2 Germinacién de semillas

Antes de la siembra, las semillas se desinfectaron por dos minutos en una
solucién de hipoclorito de sodio al 1% y posteriormente se enjuagaron con agua
corriente. La siembra se llevo a cabo el 21 de agosto de 2014, en cajas de petri de
plastico con un sustrato de arena silica humedecida con agua destilada. En cada
caja de petri se sembraron 20 semillas (con algunas excepciones — ver mas abajo)
y cada tratamiento const6 de 4 repeticiones. Los factores experimentales a los que
se sometieron las semillas fueron: radiacion luminica (con dos niveles, presencia y
ausencia); temperatura (con dos niveles: constante de 25°C y fluctuante de 15-
25°C); y la identidad de la planta parental (con seis niveles). De esta manera, cada
tratamiento const6 de una combinacion de identidad de la planta parental x

temperatura x radiacion luminica (6 x 2 x 2), segun se sefiala en la Figura 3.1.
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Semillas de A. kerchovei

Desinfeccién con hipoclorito de sodio 1% y
siembra (20 semillas por caja)

f 25 °C Constante. \

16:8 horas de
luz:obscuridad

6 Individuos (4 repeticiones

/ 15-25 °C Fluctuante. \

16:8 horas de
luz:obscuridad

4 Individuos (4 repeticiones

24 cajas petri

por individuo).
= /

16 cajas petri

por individuo).
- /

-

&

25 °C Constante.

Ausencia de luz.

por individuo).

16 cajas petri

~

4 Individuos, (4 repeticiones

/

Figura 3.1. Desarrollo experimental para la germinacion de semillas. La diferencia en el

namero de individuos parentales de cada experimento estuvo relacionada con la cantidad

de semillas disponibles de cada individuo parental.

Las cajas de petri con las semillas se mantuvieron en camaras de ambientes

controlados, en el Taller de Recursos Naturales de la Facultad de Ciencias,

UNAM. Los tratamientos de temperatura y radiacion luminica aplicados a las

semillas de cada planta se identificaron como 1, 2 y 3, de la siguiente forma:

1. Temperatura constante de 25°C, en presencia de radiacién luminica (luz

blanca célida), con un fotoperiodo de 16:8 (horas de luz:obscuridad).
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2. Temperatura fluctuante (15 a 25°C), en presencia de radiacion luminica con
un fotoperiodo de 16:8 (horas de luz:obscuridad), las horas de luz
coincidiendo con las temperaturas altas.

3. Temperatura constante de 25°C, en ausencia de radiacion luminica
(cubriendo las cajas de Petri con un doble forro de papel de aluminio

grueso).

Se realiz6 un seguimiento de la germinacion de las semillas a lo largo del tiempo,
y se revisaron las cajas de Petri cada tercer dia. Al final del experimento (cuando
ya no se observd mas germinaciéon por mas de 5 dias) se obtuvo el porcentaje
final de germinacién y la velocidad de germinacién a través del coeficiente de
Kotowski (CV); este ultimo es una medida de la distribucién de la germinacion en
el tiempo en relacion con el numero de semillas germinadas por dia (Kotowski,

1926) y se calcula de la siguiente forma:

Cv = ni /) (nit))* 100

donde n; es el numero de semillas germinadas en el dia i y t es el nimero de dias
después de la siembra. Los valores de CV varian entre 0 y 100; un valor alto
representa una velocidad de germinacion alta (Gonzalez-Zertuche & Orozco-
Segovia, 1996).

Ambas variables se sometieron a un ANOVA factorial para analizar el efecto de los
factores experimentales (radiacion luminica, temperatura e identidad de la planta
parental) sobre ellas. Los porcentajes finales de germinacién se transformaron a
arcoseno para cumplir con el supuesto de normalidad. La prueba post hoc
utilizada (a=0.05) fue la de Tukey. Los analisis se llevaron a cabo en el programa
STATISTICA (version 7).
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3.3 Crecimiento de plantulas

Para llevar a cabo este experimento, se utilizaron plantulas obtenidas a partir de
semillas provenientes solamente de tres de los organismos parentales de los que
se colectaron semillas, pues de los demas no hubo suficientes plantulas. Estas se
obtuvieron a partir de los experimentos de germinacion antes descritos. Una vez
gue germinaron las semillas, las plantulas resultantes se trasplantaron a macetas
de 10 x 9 x 7 cm, con sustrato mixto formado por 90 % de tierra negra 'y 10 % de
agrolita. Las plantulas se mantuvieron en el invernadero de la Facultad de
Ciencias, UNAM del 4 de diciembre del 2014 al 11 de julio del 2015 con una
temperatura promedio de 15.5° C durante ese periodo y un promedio de 643 de

radiacion luminica a la 1 pm.

Las plantulas se sometieron a un experimento factorial en el que los factores

experimentales fueron los siguientes:

1. Frecuencia de riego, con dos niveles: frecuente (100 ml de agua por planta,
dos veces por semana) y esporadico (100 ml de agua por planta, una vez
por semana).

2. Radiacion luminica, con dos niveles: expuestas y sombreadas. Las
sombreadas se cubrieron con una malla de sombra que deja pasar solo el
40 % de la radiaciéon luminica; la malla se ajusté individualmente a cada
maceta, engrapandola para formar una especie de bolsa.

3. Planta parental, con tres niveles.

Las plantulas provenientes de cada planta parental se sometieron a los
tratamientos de frecuencia de riego y radiacion luminica, los cuales se
identificaron como 1, 2, 3, y 4: 1) riego frecuente, expuestas; 2) riego esporadico,
expuestas; 3) riego frecuente, sombreadas; y 4) riego esporadico, sombreadas.
Las macetas correspondientes a cada tratamiento se marcaron con cucharitas de

plastico de diferentes colores.

En el momento en el que se empezaron a aplicar los tratamientos, un mes
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después de la siembra de las plantulas (el 11 de febrero del 2015) se realizdé una
cosecha inicial de 6 plantulas provenientes de cada organismo parental. Y
posteriormente se hizo una cosecha final después de seis meses de aplicacion de
los tratamientos (11 de julio del 2015). Inmediatamente después de cosechar las
plantulas, se colocaron dentro de pequefias bolsas de papel de estraza y se
introdujeron en un horno de secado a una temperatura de 80°C por 48 hrs.
Después se registro el peso seco de la parte aérea y de la raiz de cada plantula en
una balanza analitica. Con estos valores se calculo la tasa relativa de crecimiento
(TRC) (relative growth rate — RGR), la variable K y la relacion R/V (raiz / vastago)
(root / shoot ratio - R/S), (Campbell & Grime, 1989; Hunt, 1990 en Valverde et al,
1997), de la siguiente manera:

donde Ps representa la biomasa seca final, P; corresponde a la biomasa seca
inicial y t se refiere al tiempo, en dias, desde la cosecha inicial hasta la cosecha

final. Asi, las unidades de esta variable son gramos por gramo por dia (g/g/dia).
Las demas variables del andlisis de crecimiento realizado calcularon como:

K = TRCral’Z /TRCvéstago

R/V = Py, /Pvéstago

donde TRC es la tasa relativa de crecimiento antes definida, y P se refiere al peso

SecCo.

Posteriormente, para evaluar el efecto de los factores experimentales sobre los
parametros de crecimiento (TRC, K y R/V), se realizé un analisis de varianza
factorial que permitid evaluar el efecto de cada factor por separado sobre las
variables de respuesta, asi como, el efecto de la interaccion entre los factores

considerados.
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Capitulo 4. Resultados
4.1Germinacion de semillas

El ndmero de semillas colectadas en el campo difiridé entre los individuos
parentales; para algunos individuos se obtuvieron pocas semillas, por lo que el
anico experimento que incluyé a los seis individuos parentales fue el de
temperatura constante. Alrededor del 60% de las semillas eran de color blanco en
los frutos colectados de los seis individuos (se sabe que las semillas blancas no
posee embrion; Albarran 2011). En total se pusieron a germinar 1120 semillas, de
las cuales 480 se utilizaron para el tratamiento con temperatura constante y luz;
320 para el tratamiento con temperatura fluctuante y luz; y 320 para el tratamiento
de temperatura constante y obscuridad.

90 -
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Porcentaje final de germinacion

Individuo parental

Figura 4.1. Promedio del porcentaje final de germinacion de las semillas de cada individuo
parental (bajo temperatura constante de 25 °C y luz). N = 4 cajas petri por individuo

parental.

En general, las semillas que alcanzaron el mayor porcentaje final de germinacion
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fueron las del tratamiento de temperatura constante y luz, con 38.12%; mientras
que las de temperatura fluctuante y luz alcanzaron un 25.6%. Por otro lado, las
semillas bajo temperatura constante y oscuridad alcanzaron sélo 16.7% de
germinacion. El analisis estadistico sobre el porcentaje final de germinacion
mostré que hubo un efecto significativo del individuo parental del que provienen
las semillas, tanto en el experimento de temperatura como en el de luz (Cuadro
4.1). Sin embargo, no hubo un efecto significativo del factor temperatura
(constante vs. fluctuante), ni del factor luz (Cuadro 4.1), ni de la interaccién entre
ellos. Notese que el efecto de la temperatura fue marginalmente significativo,
siendo ligeramente mayor el porcentaje de germinacion en temperatura constante
que en temperatura fluctuante, con excepcion de las semillas del individuo
parental 3 (Cuadro 4.1, Fig. 4.2).
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Cuadro 4.1. Resultado de los analisis de varianza llevados a cabo sobre el porcentaje final

de germinacion de las semillas de A. kerchovei. Los grados de libertad en ambos

experimentos son 3 y 1 (numero de individuos parentales = 4). Los valores significativos

de P se encuentran en negritas.

Experimento Factor F P
Tratamientos de temperatura Individuo parental 71.53 0.001
(constante vs. fluctuante) _
Tratamiento 0.30 0.059
Interaccién 0.14 0.257
Tratamientos de luz  (presencia  Individuo parental 59.11 <0.001
VS. ausencia) a temperatura .
Tratamiento 2.36 0.130
constante
Interaccién 1.64 0.205
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Porcentaje final de germinacion
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Figura 4.2. Promedio del porcentaje final de germinacién por individuo parental, en cada
uno de los tratamientos. Los dos tratamientos de temperatura se expusieron a un
fotoperiodo de 16:8 (horas de luz:oscuridad). El tratamiento de oscuridad se mantuvo a
temperatura constante de 25 °C. La ausencia de valores de los individuos 4 y 6 a
temperatura fluctuante y oscuridad se debe a que no se llevaron a cabo esos tratamientos
en esos individuos debido a que no se contd con suficientes semillas. N = 4 cajas petri por

individuo.

4.1.2 Velocidad de germinacion

La germinacién de las semillas de A. kerchovei tard6 un maximo de 21 dias;
después de este periodo ya no se observd mas germinacion (en el experimento de
temperatura constante). La primera semilla germiné dos dias después de la
siembra y la mayor parte de las semillas germiné durante los primero cinco dias
(Fig.4.3).

El efecto del individuo sobre la velocidad de germinacion (medida con el C.V. de
Kotowski) fue altamente significativo (F = 5.45; P = 0.003; g.I. = 5y 18). En la
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trayectoria temporal de la germinacion puede verse que mientras las semillas del
individuo 4 empezaron a germinar desde el dia 2, las del individuo 5 no
comenzaron a hacerlo sino hasta el dia 5 (Fig. 4.3).
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Figura 4.3. Porcentaje acumulado de germinacion de las semillas de A. kerchovei
provenientes de diferentes individuos parentales, puestas a germinar a temperatura
constante. N = 4 cajas petri por individuo.

Por otro lado, en el analisis de varianza factorial de la velocidad de germinacién de
las semillas de 4 individuos parentales bajo los dos tratamientos de temperatura,
se obtuvo que ésta se vio afectada significativamente por el factor individuo (F =
3.96, P =0.034, g.l. =3y 24) y por la interaccién entre el individuo y el tratamiento
de temperatura (F = 3.15, P = 0.043, g.l. = 3y 24), lo cual indica que la velocidad
de germinacion de las semillas de cada individuo dependié del régimen de
temperatura (constante vs. fluctuante; Fig. 4.4). Por ejemplo, bajo temperatura

constante las semillas que germinaron mas rapido fueron las del individuo 4,
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mientras que bajo temperatura fluctuante, las mas rapidas fueron las del individuo
3 (Fig. 4.4). El efecto del tratamiento en este experimento fue marginalmente
significativo (F = 3.93, P = 0.06, g.l. = 1y 24); las semillas germinaron ligeramente
mas rapido bajo temperatura constante que bajo temperatura fluctuante. Las
semillas del individuo 3 fueron las mas rapidas, pues empezaron a germinar desde
el dia 2 en el tratamiento de temperatura constante, mientras que las semillas del
individuo 5 fueron las mas lentas en germinar, empezando el dia 7 en el

tratamiento de temperatura fluctuante (Fig. 4.5).

En el tratamiento de obscuridad no se analizé la velocidad de germinacion, pues
las cajas de Petri se cubrieron con un doble forro de papel de aluminio y no se

destaparon sino hasta el final del experimento.

30 +
B Temp. constante

B Temp. fluctuante

r 2 3 4 5 6

Individuo parental

= = N N
o w o wv
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Coeficiente de velocidad de Kotowski
(6]

Figura 4.4. Velocidad de germinacion de las semillas de A. kerchovei por individuo
parental en ambos tratamientos de temperatura (contante y fluctuante). La ausencia de
valores de los individuos 4 y 6 a temperatura fluctuante se debe a que no se llevé a cabo
dicho tratamiento en esos individuos, debido a que no se conto con suficientes semillas. N

= 4 cajas petri por individuo.
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Figura 4.5. Porcentaje acumulado de germinacion de las semillas de A. kerchovei
provenientes de diferentes individuos parentales en condiciones de temperatura constante
(representadas con el simbolo *) y fluctuante (representadas simbolo en forma de circulo)

respecto al tiempo. N = 4 cajas de petri por individuo.

4.2 Crecimiento de plantulas

4.2.1 Caracteristicas de las plantulas

En esta seccion se trabajé con plantulas provenientes de tres individuos
parentales (3, 4 y 6), en un experimento con un disefio factorial que incluyé dos

tratamientos de riego y dos tratamientos de radiacion solar. Después de ser
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trasplantadas y ubicadas en el invernadero, las plantulas adquirieron un color
rojizo, caracteristica que mantuvieron la mayoria de los individuos hasta finalizar el

experimento (Fig. 4.6).

Para esta parte del trabajo se redujo la variable de nimero de individuos debido al
reducido numero de plantulas provenientes de algunos individuos parentales (1, 2
y 5), de esta manera los tratamientos y las mediciones correspondientes fueron

aplicados solamente a las plantulas provenientes de los individuos 3, 4y 6.

Figura 4.6 Plantula de A. kerchovei durante la primera semana después del transplante al
invernadero (izquierda) y al cabo de tres semanas en dichas condiciones (derecha)

cuando empezaron a adquirir un color rojizo.

2.0cm
3.2cm

2.6 cm 1.4 cm

Figura 4.7 Plantulas de A. kerchovei al final del experimento, la de la izquierda con cuatro
hojas, y la de la derecha con sélo dos hojas.
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4.2.2 Cambio (4) del peso de las plantas y tasa relativa de crecimiento
(TRC)

Al finalizar los tratamientos, después de los seis meses que duré el experimento,
se registrd6 una supervivencia del 100%. Durante este periodo, el promedio del
cambio en el peso seco total (4PS) fue de 0.0244 g, d* el cual tuvo dos
componentes: un cambio promedio en el peso seco de la parte aérea de 0.0162 g,
y un cambio promedio en el peso seco de la raiz de y 0.0082 g. Los valores
mayores de APS los obtuvieron las plantulas que estuvieron bajo radiacion solar

directa, independientemente de la frecuencia de riego (Figura 4.8).

El analisis de varianza factorial que se llevd a cabo sobre el cambio en el peso
seco total (4PS), el de la parte aérea (4PS,) y el de la raiz (4PS)) indicé que hubo
un efecto significativo de la radiacién solar sobre las tres variables, y que ademas
hubo un efecto significativo de la interaccion entre la radiacion solar y el individuo
parental sobre las variables APS y APS,. El efecto del individuo parental también

fue significativo sobre APS, (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2. Resultados de los analisis de varianza factorial sobre el cambio en el peso
seco total, el peso seco de la raiz y el de la parte aérea de las plantulas de A. kerchovei al
cabo de 6 meses de aplicacion de los tratamientos. So6lo se presentan aqui los efectos

que resultaron significativos.

Variable Factor F P
APS Radiacion solar 24.22 0.0001
Radiacion solar x individuo parental 3.63 0.0296
APS; Individuo parental 4.35 0.0151
Radiacion solar 5.02 0.0270
APS, Radiacion solar 25.61 0.0001
Radiacion solar x individuo parental 5.23 0.0067
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Figura 4.8. Promedio del cambio en el peso seco total (4APS) de las plantulas de tres

individuos parentales (3, 4 y 6) bajo diferentes intensidades de radiacion solar (60 y

100%). Error estandar.
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Figura 4.9. Promedio del cambio en el peso seco aéreo de las plantulas (4PS,) de tres
individuos parentales (3, 4 y 6) bajo diferentes intensidades de radiacién solar (60 y

100%). Error estandar.

Las plantulas del individuo parental 3 tuvieron el mayor incremento en el peso
seco total cuando estuvieron expuestas al 100% de radiacion solar, mientras que
bajo la malla de sombra fueron las plantulas del individuo parental 6 las que
mostraron el mayor incremento (Fig. 4.8). En lo que respecta al peso seco aéreo,
las plantulas de los individuos 3 y 4 mostraron los mayores incrementos cuando
las plantulas estuvieron a 100% de radiacion solar; sin embargo, cuando
estuvieron bajo la malla de sombra la diferencia entre las plantulas provenientes

de los distintos individuos parentales fue minima (Fig. 4.9).

Con respecto a la tasa relativa de crecimiento (TRC), el promedio para todas las
plantulas fue de 0.0843 g/g/d. El analisis de varianza factorial sobre esta variable
reveld un efecto significativo de la radiacion solar (F = 22.26, P= 0.00001) y de la
interaccion entre ésta y el individuo parental (F = 3.54, P= 0.0321). Los valores de

TRC fueron mayores en las plantulas expuestas al 100% de radiaciéon solar; y la
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variacion entre los valores de TRC de las plantulas de distintos individuos
parentales fue mayor en condiciones de alta radiacion solar que bajo las mallas de
sombra (Fig. 4.10)
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Figura 4.10. Promedio de la tasa relativa de crecimiento (TRC) de las plantulas de tres
individuos parentales (3, 4 y 6) bajo diferentes intensidades de radiacién solar (60 y

100%). Error estandar.
4.2.3 Cociente R/V y variable K

Los valores del cociente raiz / vastago (R/V) fueron siempre menores que uno, lo
gue indica que la parte aérea consistentemente tuvo un mayor peso seco final
comparado con el de la raiz (Fig. 4.11). El analisis de varianza factorial sobre esta
variable mostr6 que hubo un efecto significativo s6lo de la interaccion entre la
radiacion solar y el individuo parental (F = 3.13, P = 0.0475). Las plantulas del
individuo 4 mostraron grandes diferencias en los valores de R/V dependiendo de si
estuvieron expuestas a la radiaciéon solar, o bajo la malla de sombra, siendo

mayores los valores de R/V bajo la sombra (Fig. 4.11). En las plantulas de los
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otros dos individuos la variacion en el R/V fue menos marcada (Fig. 4.11).
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Figura 4.11. Promedio del cociente R/V de las plantulas de tres individuos parentales (3, 4
y 6) bajo diferentes intensidades de radiacion solar (60 y 100%). Al ser un cociente no
tiene unidades. Error estandar.

Por ultimo, la variable K mostré un valor promedio de 1.5024, lo que implica que la
parte aérea tuvo un crecimiento mas rapido que la raiz. No se observé un efecto
significativo de ninguno de los factores, ni de ninguna de las interacciones sobre
esta variable. Sin embargo, el efecto del individuo parental fue marginalmente
significativo (F = 2.99, P = 0.0541, g.l = 2 y 1) (Fig. 4.12) pues las plantulas del

individuo 6 mostraron valores de K mas elevados a los de los individuos 3 y 4.
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Figura 4.12. Promedio de la variable K de las plantulas de tres individuos parentales (3, 4

y 6). Al ser un cociente no tienen unidades. Error estandar.
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Capitulo 5. Discusion y Conclusiones
5.1Germinacion de semillas

Durante la colecta de semillas en campo se observé que los frutos contenian un
gran porcentaje de semillas blancas (alrededor del 60%). Estas no se
consideraron para las pruebas de germinacion, ya que diversos estudios con
especies del género Agave y otras agavaceas han mostrado que se trata de
semillas vanas (Hernandez, 2009; Ramirez, 2010; Albarran, 2011; Brena, 2012).
En el estudio de Albarrdn (2011) con Furcraea parmentieri, se demuestra que las
semillas blancas carecen de un embrion desarrollado. Si bien aun no se sabe cual
es la causa de este fendmeno, algunos estudios sugieren que puede deberse a
una meiosis mal desarrollada en la formacion del gametofito femenino (Piven et
al., 2001). Otros sugieren que la formacion de semillas blancas es una expresion
de una depresion por endogamia que se asocia a una limitacién de polinizadores,
con la consecuente escasez de polinizacion cruzada (Eguiarte et al., 2000). El alto
porcentaje de semillas blancas en A. kerchovei podria estar asociado a este ultimo
fendbmeno, lo cual nos habla de la importancia de profundizar en el estudio de la

variabilidad genética y el éxito reproductivo en poblaciones de Agave.

Como se observo en los resultados, la respuesta germinativa de las semillas
sometidas a los diferentes tratamientos de luz y temperatura difiri6 marcadamente
segun el individuo parental del que provenian (Cuadro 4.1 y Fig. 4.2). La variacion
fue muy alta, desde un individuo cuyas semillas no germinaron, hasta otro cuyas
semillas mostraron un porcentaje de germinacién cercano al 90 % (Fig. 4.1).
También la velocidad de germinacion mostré una gran variacion, desde CV = 2.7
hasta CV = 24.4 (Coeficiente de Velocidad de Kotowski; Fig. 4.4).

Lo anterior sugiere, de entrada, que existe un efecto parental sobre las
caracteristicas germinativas de las semillas que podria estar asociado a las
condiciones de desarrollo de los individuos parentales, o que hay un componente

genético que afecta su comportamiento. Seria de gran interés examinar esta
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variacion en mayor detalle y poder analizar qué porcentaje de la variacion en el
comportamiento germinativo es de origen genético, qué porcentaje es de origen
ambiental (i.e. efecto parental) y qué porcentaje es debido a la interaccion entre el
genotipo y el ambiente (Sultan, 2000; Gianoli, 2004 en Brena, 2012). Se pueden
observar evidenciad de dicha interaccién al menos en la velocidad de germinacion,
pues se observo un efecto significativo de la interaccion entre individuo parental y
temperatura sobre esta variable: bajo temperatura fluctuante la diferencia en la
velocidad de germinacion de las semillas de los distintos individuos parentales no
fue muy marcada, mientras que bajo temperatura constante se observaron
diferencias entre ellos en cuanto a la velocidad de germinacion (Fig. 4.4); es decir,
la respuesta ante la temperatura depende en alguna medida del individuo parental.
Es importante decir que, hasta la fecha, no se habian llevado a cabo experimentos
de germinacion en especies del género Agave que revelaran la existencia de esta
interaccion, ni tampoco del efecto parental en si mismo (Gentry, 1982). Por esta
razén, estos resultados abren la puerta para una exploracion mas profunda de las

consecuencias ecoldgicas y evolutivas de este fendmeno.

El promedio, el porcentaje de germinacion de las semillas de A. kerchovei fue
relativamente bajo, por debajo del 50%. Aunque en algunos agaves se han
encontrado porcentajes altos de germinacion (e.g. A. macroacantha con 75%;
Arizaga, 1998; Agave duranguensis con 94-96 %; Lara, 2016), en otros casos se
han encontrado porcentajes bastante menores: en A. tequilana, entre el 4 y 6 % de
germinacion (Ramirez, 2010; Lara, 2010), A. deserti con solo el 1%(Nobel, 1988)
y en un estudio previo con A. kerchovei, entre 19 y 41 % (en poblaciones de
Puebla y Oaxaca; Brena, 2012). En términos de sus efectos sobre la regeneracién
de las poblaciones, el bajo porcentaje de germinacion en algunas especies de
Agave podria verse compensado por la propagacion vegetativa, como se ha
observado en A. tequilana (Lara, 2016).

Los porcentajes de germinacion relativamente bajos obtenidos con las semillas de
A. kerchovei podrian estar asociados a la presencia de latencia. Es comln que en

un conjunto de semillas colectadas simultaneamente, se presente variacion en la
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profundidad de la latencia entre ellas, lo cual puede explicarse a partir de
diferencias genéticas, diferencias en el tiempo de maduracion del embrion, o
diferencias en la tasa de imbibicion de las semillas debida a distintos niveles de
permeabilidad de la testa, entre otros factores (Ramirez-Tobias et al., 2011,
Sultan, 2000; Gianoli, 2004 en Brena, 2012).

Curiosamente, se obtuvieron porcentajes relativamente mas altos de germinacion
bajo una temperatura constante de 25 °C, que bajo temperatura fluctuante, a
pesar de que en condiciones naturales claramente la temperatura fluctia de
manera marcada entre el dia y la noche durante la temporada de lluvias, que es
cuando se esperaria que las semillas germinaran en el campo (Valiente, 1991).
Sin embargo, una mayor respuesta germinativa bajo temperatura constante podria
funcionar como un mecanismo que le permitiria a la semilla ‘identificar’ si se
encuentra bajo la sombra de alguna planta nodriza o en un espacio abierto, pues
la variacion de temperatura entre dia y noche es mucho menor bajo un arbusto
que en los espacios abiertos. Asi, es posible que la sensibilidad de las semillas de
Agave kerchovei a cambios en la temperatura tenga un papel ‘sensor’ importante

en cuanto a las caracteristicas del microhdbitat en el que se encuentra la semilla.

En ambientes aridos y semiaridos se considera que una alta velocidad de
germinacion es de gran valor adaptativo, pues hay una baja disponibilidad de agua
y altas temperaturas, lo que determina que el suelo pierda agua rapidamente
(Evans & Etherington, 1990). De hecho, la velocidad de germinacion de las
semillas de A. kerchovei fue bastante alta en comparacién con lo que se ha
observado en otros agaves, como A. mapisaga y A. angustifolia que germinaron
a los 5y 7 dias respectivamente (Ramirez-Tobias et al., 2013); y fue similar al de
otras plantas de zonas aridas como las cactaceas Echinocactus platyacanthus,
Ferocactus flavovirens, Ferocactus latispinus, Ferocactus recurvus, Ferocactus
robustus, Myrtillocactus geometrizans, Neobuxbaumia tetetzo, Opuntia puberula y
Pachycereus hollianus (Rojas-Aréchiga et al, 1997; Godinez-Alvarez & Valiente-
Banuet, 1998). En A. kerchovei las primeras semillas empezaron a germinar al

cabo de 2 dias, y a partir del dia 21 ya no se observd mas germinacion. Los
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resultados de Brena (2012) con esta misma especie fueron similares.

Precisamente por su valor adaptativo, la variacion en la velocidad de germinacion
de las semillas de diferentes individuos parece ser de gran relevancia y sugiere
que este cardcter tiene el potencial de evolucionar por seleccién natural, en caso
de que se presentaran cambios importantes en el régimen de lluvias en las zonas
en las que se distribuye A. kerchovei. Las semillas que germinen inmediatamente
al iniciar las lluvias podrian tener cierta ventaja adaptativa si el patron de lluvias
fuera constante y predecible (i.e. si una vez iniciadas las lluvias, la disponibilidad
de agua se mantuviera alta y constante durante los primeros meses de
establecimiento de las plantulas), dando lugar a individuos juveniles ya
desarrollados y establecidos al final de la temporada de lluvias. Sin embargo, si el
patron de lluvias se volviera mas erratico (i.e. si durante la temporada de lluvias
hay periodos con humedad muy alta, y periodos relativamente secos), seria mas
ventajosa una germinacion retardada, en la que las semillas no germinaran sino
hasta que el suelo hubiera acumulado una cantidad suficiente de agua para
asegurar el establecimiento de las plantulas resultantes (Valverde, 1988; Rojas-
Aréchiga et al., 1997).

El hecho de que se encontrara una interaccion significativa entre el individuo
parental y la temperatura en la velocidad de germinacion muestra que las semillas
de diferentes individuos parentales no sélo tienen velocidades de germinacion
diferentes, sino que ademas responden de manera distinta ante el régimen de
temperatura. El efecto que tuvo la temperatura fluctuante de disminuir la velocidad
de germinacioén (Fig. 4.4) pudo deberse no tanto a la fluctuaciéon de temperatura en
si misma, sino al hecho de que la temperatura haya alcanzado valores por debajo
de 25°C (dado que la fluctuacion de temperatura fue de 5 a 25 °C), pues se sabe
gue dichas temperaturas inhiben o retardan la germinacioén (e.g. A. angustifolia, A.

duranguesis y A. salmiana; Ramirez, 2010).

En relaciéon con el tratamiento de oscuridad, si se observdé germinaciéon en las
semillas de A. kerchovei que estuvieron sometidas a obscuridad, aunque ésta fue

ligeramente mas baja que en condiciones de luz, sin que se llegara a observar una
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diferencia significativa entre ambos tratamientos (Fig. 4.2; Cuadro 4.1). Estos
resultados no coinciden con los de otras especies de la familia Agavaceae pues,
en general, se ha observado un fuerte fotoblastismo positivo en varias de ellas
(e.g. Furcraea parmentieri, Herndndez, 2009, Albarran 2011; Agave angustifolia,
Arias, 2011;). El fotoblastismo positivo puede ser un mecanismo ‘sensor
importante, sobre todo en semillas pequeias y/o en ambientes muy sombreados,
pues impide que las semillas germinen cuando éstas se encuentran enterradas, o
cuando estan bajo una sombra muy profunda, asegurando condiciones adecuadas
para el establecimiento de la plantula (Vazquez-Yanes & Orozco-Segovia, 1984;
Vazquez-Yanes et al., 1990). Sin embargo, en zonas aridas se espera una baja
sensibilidad a la luz (Rojas-Aréchiga et al., 1997); o si acaso, una preferencia por
bajas intensidades luminicas, lo cual le permitiria a las semillas identificar
micrositios protegidos bajo la sombra de una nodriza, que son mas favorables
para el establecimiento de las plantulas en comparacion con los espacios
desprotegidos (Nobel, 1998; Arizaga & Ezcurra, 2002). En el estudio de Brena
(2012), efectivamente se comprobd que las semillas de A. kerchovei muestran

preferencia por condiciones de baja radiacion luminica.

5.2 Crecimiento de las plantulas

El momento en que las plantulas de A. kerchovei fueron trasplantadas y colocadas
en el invernadero (donde habia una radiacién luminica mucho mayor que en las
camaras de ambientes controlados, donde las semillas germinaron), éstas
empezaron a adquirir una tonalidad rojiza. Lo mismo ocurrid en el estudio de
Brena (2012) con esta especie y se sabe que ocurre en otras especies de Agave
(P. E. Mendoza Hernandez, com. pers.); se cree que dicho comportamiento es el
resultado de una respuesta foto-oxidativa provocada por la alta radiacion luminica.
Las plantas responden a un incremento brusco de la radiacion luminica
aumentando la produccién de carotenoides (Demming-Adams & Adams, 1996), lo
gue les permite brindar proteccion a los tejidos vegetales. Los carotenoides son

los responsables de la coloracién rojiza que provee cierta proteccion ante el
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exceso de radiacion.

El cambio en el peso seco y la tasa relativa de crecimiento (RGR) de las plantulas
de A. kerchovei fueron mayores en las plantulas sometidas a radiacion solar
directa, en comparacion con las que estuvieron bajo malla de sombra. Ademas, se
encontraron diferencias en estas variables segun el origen de las plantulas (i.e.
entre diferentes individuos parentales), asi como una interaccion entre radiacion
luminica e individuo parental (Figs. 4.8 y 4.10). También en Agave salmiana,
Mammillaria magnimamma, Neobuxbaumia macrocephala y N. mezcalaensis se
ha observado una mayor tasa relativa de crecimiento con radiacion solar directa
que bajo la sombra (Ruedas et al., 2000; Miquelajauregui & Valverde, 2010;
Pérez-Sanchez et al., 2015). Considerando que todas estas plantas, al igual que
nuestra especie de estudio, son originarias de zonas aridas y semiaridas y que
evolucionaron bajo condiciones de alta limitacion de recursos, se esperaria que
sus respuestas de crecimiento fueran poco plasticas (Grime et al., 1981; Martinez-
Berdeja & Valverde, 2008; Miquelajauregui & Valverde, 2010). Aun asi, se observa
una respuesta inequivoca ante un aumento en la radiacion solar, lo cual indica que
las plantulas pueden responder ante la variacion en las condiciones luminicas,
creciendo mas rapido cuando la disponibilidad del recurso luz es mayor. En
condiciones naturales, el reto que imponen los microambientes abiertos, entonces,
no esta asociado al factor luz en si mismo, sino al efecto limitante de las altas
temperaturas y la baja humedad del sustrato que produce una radiacion luminica
elevada (Martinez-Berdeja & Valverde, 2008).

A pesar de que se trabajo con plantulas provenientes solo de tres individuos
parentales, se pudo observar que claramente hubo un efecto del individuo
parental, pues las plantulas provenientes del individuo 3 crecieron mas rapido que
las de los individuos 4 y 6 (Fig. 4.10). Ademas, dichas diferencias fueron evidentes
s6lo en alta radiaciéon luminica y no bajo la malla de sombra. Mas aun, las
respuestas de crecimiento no coincidieron totalmente con los resultados de los
porcentajes de germinacion de semillas, pues en dichos experimentos el individuo

parental con mayor porcentaje de germinacion fue el 6, seguido del 3 y por ultimo
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el 4 (Fig. 4.1). Es dificil elaborar mas sobre la importancia ecoldgica y evolutiva de
la complejidad de estas respuestas. Pero es claro que los resultados de esta tesis
evidencian la necesidad de una exploracion mucho mas profunda en torno al
efecto del individuo parental y su interaccion con el ambiente en términos de sus

efectos sobre el éxito de las fases tempranas de las plantas.

Por su parte, los resultados de la variable R/V también fueron interesantes. La
variacion en los valores de R/V entre las plantulas sometidas al 100% y al 60% de
la radiacion solar dependi6 del individuo parental (Fig. 4.11). Las plantulas del
individuo 4 mostraron un claro aumento del valor de R/V (es decir, un incremento
en la asignacioén de biomasa a la raiz con respecto a la de la parte aérea) cuando
estuvieron bajo la malla de sombra que cuando estuvieron expuestas. Por otro
lado, las plantulas del individuo 6 tuvieron la respuesta contraria, y las del
individuo 3 practicamente no mostraron variacion en su R/V segun la intensidad
luminica (Fig. 4.11). En general, se esperaria que las plantulas presentaran una
tendencia a aumentar su asignacion de biomasa a los 6rganos vegetales que se
encuentren sometidos a una mayor limitacion de recursos (Miquelajauregui &
Valverde, 2010). Asi, seria esperable obtener menores valores de R/V (i.e. un
aumento en la asignacién a la biomasa aérea) en condiciones de sombra que bajo
radiacion directa. Esta respuesta se observo sélo en las plantulas del individuo 6,
por lo que consideramos que los resultados de esta seccion son poco
concluyentes, en gran medida como producto del nuestro bajo tamafio de muestra

(i.e., sélo 3 individuos parentales).

Cabe resaltar que los valores de R/V obtenidos en este trabajo fueron
relativamente bajos, al igual que los encontrados en otras especies de zonas
aridas, e.g. Neobuxbaumia macrocephala, N. mezcalaensis, Agave lechuguilla, A.
salmiana, Yucca filifera, Echinocactus platyacanthus, Ferocactus histrix,
Myrtillocactus geometrizans y Stenocactus coptonogonus (Miquelajauregui &
Valverde, 2010; Pérez-Sanchez et al., 2015), lo cual confirma la tendencia a una
mayor asignacion de biomasa a la parte aérea que a la raiz durante las fases

tempranas de desarrollo de estas plantas. Los resultados con respecto a la
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variable K mostraron que no hubo una variacién importante en la tasa de
crecimiento de la raiz con respecto a la de la parte aérea en respuesta a los
tratamientos. Sin embargo, la diferencia entre individuos parentales en cuanto a K
fue marginalmente significativa, lo cual confirma que la mayor fuente de variacion

en las respuestas observadas fue entre individuos parentales.

En lo que corresponde al régimen de riego, vimos que éste no genero6 diferencias
significativas en las variables de crecimiento medidas en las plantulas de A.
kerchovei. Estos resultados coinciden con los de Martinez et al. (2012) con A.
potatorum, y Sanchez et al. (2004) con A. salmiana. Se puede concluir, entonces,
que el crecimiento se ve controlado mayormente por los propios procesos
fisiolégicos y bioquimicos de las plantulas, los cuales son relativamente inmunes
ante los cambios en la humedad del medio. Otra interpretacidn de estos resultados
podria ser que realmente el contraste entre las dos frecuencias de riego que se
aplicaron no fue muy alto y que, por lo tanto, las plantulas realmente no se vieron
limitadas por la disponibilidad de humedad en ninguno de los tratamientos. De
hecho, en A. lechuguilla si se obtuvo una respuesta ante la frecuencia de riego,
pero los tratamientos fueron considerablemente diferentes (riego semanal,
mensual y sin riego; Nobel et al., 1989). Los autores del trabajo citado sugieren
gue con mayor humedad en la rizosfera, no sélo hay mayor disponibilidad de
agua, sino que se posibilita una mayor absorciéon de nutrientes y CO,, por lo que
aumenta la tasa de crecimiento, como ocurre en las plantas CAM facultativas
(Andrade et al., 2007).

5.3 Relevancia para la conservacion

Garcia-Valenzuela (2011) revisa la importancia de los agaves en el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, tanto a nivel ecoldégico como étnico. Segun su andlisis,
existen dos aspectos importantes a considerar con respecto al género Agave, en
esta region del pais. Por un lado, se presenta una alta diversidad y una alta

proporcion de endemismos (Eguiarte et al., 2000; Garcia-Mendoza, 2004; Garcia-
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Mendoza, 1995 en Arias, 2011; Brena, 2012; Enoc & Portillo, 2014); y por otro
lado, estas plantas poseen un gran valor cultural, social y econémico para los
diversos grupos de campesinos e indigenas que habitan en la zona, desde épocas
antiguas hasta el presente, tanto por la diversidad de usos que se les da (Casas et
al., 2001; Colunga-Garcia Marin, 2007; Garcia-Valenzuela, 2011; Brena, 2012;
Lira et al., 2008; Garcia-Valenzuela, 2011), como por el hecho de ser ya un
simbolo de la identidad regional a nivel paisajistico. Sin embargo, se sabe que
muchas poblaciones de Agave de la regidbn no se encuentran en buenas
condiciones, como es el caso de la poblacion de Agave marmorata, la cual
presenta caracteristicas que sugieren que su capacidad de regeneracion es
limitada, como un bajo porcentaje de germinacion y de supervivencia de plantulas
(Godinez-Alvarez et al, 2008). Asimismo, la poblacion de A. kerchovei en el ejido
Los Reyes Metzontla no presenta una regeneracion natural adecuada, pues esta
dominada por una alta proporcion de plantas adultas y tiene un bajo porcentaje de
plantulas y juveniles (Garcia-Valenzuela, 2011). Y como se observdé en este
trabajo, es posible que exista una limitacién por polinizadores en la reproduccion
de esta especie, asi como una depresion por endogamia, y que sus bajos
porcentajes de germinacion de semillas y bajas tasas de crecimiento de plantulas

representen una restriccién para su crecimiento poblacional.

La poblacion de A. kerchovei en el ejido Los Reyes Metzontla no presenta una
regeneracion natural adecuada, pues estd dominada por una alta proporcién de
plantas adultas y tiene un bajo porcentaje de plantulas y juveniles (Garcia-
Valenzuela, 2011).

Existe un aprovechamiento de las estructuras florales de A. kerchovei por parte de
las comunidades humanas (i.e. los botones florales y las flores se consumen como
alimento) y, dado que los individuos son semélparos (Gentry, 1982; Nobel, 1988),
podria suponerse que este aprovechamiento representa un importante detrimento
de las poblaciones naturales, pues limita la produccién de semillas y, a mediano
plazo, el establecimiento de plantulas y la posibilidad de crecimiento de la

poblacion. Por lo tanto, es necesario llevar a cabo estudios que permitan evaluar
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el efecto de este aprovechamiento sobre la dindmica poblacional y la estructura
genética de las poblaciones de esta especie, y proponer alternativas de manejo

que no representen un riesgo para su permanencia.

5.4 Conclusiones

1. Se observé un efecto marginalmente significativo del régimen de temperatura
(constante vs. fluctuante) sobre el comportamiento de las semillas de A. kerchovei:
el porcentaje y la velocidad de germinacion fueron ligeramente mayores bajo

temperatura constante que bajo temperatura fluctuante.

2. No se observo un efecto significativo de la radiacion luminica (presencia vs.

ausencia) sobre el porcentaje de germinacién de las semillas de A. kerchovei.

3. Las respuestas germinativas de las semillas de A. kerchovei provenientes de
diferentes plantas adultas fueron diferentes. Ademas, las diferencias en la
velocidad de germinacion de las semillas de distintos individuos parentales

dependieron a su vez del régimen de temperatura.

4. Las plantulas de A. kerchovei crecieron mas rapido y acumularon mas biomasa
cuando estuvieron sometidas a altos niveles de radiacion luminica (100%) que

cuando estuvieron bajo una malla de sombra (40%).

6. Las distintas frecuencias de riego aplicadas (una vez y dos veces por semana)
no provocaron diferencias significativas en las respuestas de crecimiento de las

plantulas.

7. La respuesta de crecimiento de las plantulas (en cuanto a su tasa relativa de
crecimiento y su R/V) ante los diferentes niveles de radiacion solar aplicados difirid

significativamente segun el individuo parental del que provenian.
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