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RESUMEN

Con el propésito de generar una estrategia de conservacion y propagacion del
Agave potatorum Zucc. se realizé una evaluacion de atributos fisicos (AF) y
fisiologicos (AFs), asi como la germinacion in vitro y ex vitro aplicando tres tipos
de intensidad de luz: blanca (400-500 nm), azul (400 nm) y roja (700 nm). Las
semillas del agave se colectaron en el municipio de San Miguel Piedras, distrito
de Nochixtlan, Oaxaca. En tres tamafos de semilla se evaluaron AF; pureza (P,
%), peso de mil semillas (PMS, g) y peso volumétrico (PV, kg HL ). Los AFs;
viabilidad (V, %) y germinacion (GE, %) se realizaron de acuerdo al ISTA. En la
GE se evaluaron siete tratamientos (T1 = 500 ppm de &cido giberélico (AGs). T2
= 1000 ppm de AGs; T3 = 50% inoculacion de micorriza (Glomus intraradicens);
T4 = 100% inoculaciobn de micorriza (Glomus intraradicens); T5 = 25%
inoculacion Bacillus subtilis; T6 = 75% inoculacion Bacillus subtilisy T7 = Testigo
con agua destilada, evaluando las variables; plantas normales (PN), anormales
(PA) y semillas sin germinar (SSG). En la germinacion (G) in vitro y ex vitro, se
evaluo el efecto de tres tipos de intensidad de luz, registrando como variables:
longitud de radicula (Lr, cm) e hipocétilo (Lh, cm), nimero de hojas por planta
(Nh) y peso fresco (Pf, g). Los resultados mas representativos fueron; en el AF
se obtuvo una P de 70.51 % con 29.48 % de materia inerte y diferencias en PMS.
El PV aumenta conforme el tamafio de la semilla disminuye, siendo de 31.17 kg
HL-!. La interaccion, tamafio por tratamiento presenta diferencias significativas
(p =0.05) en GE, PN, PA y SSG, la semilla chica tiene mayor cantidad de SSG.
El analisis de GE mostré que los tratamientos T1 y T6 superan en germinacion
al resto de los tratamientos con 64% y 60% de PN, a excepciéon del T5, donde
no hubo respuesta. En G in vitro la luz azul fue mejor (83 %), mientras que en G
ex vitro la luz blanca tuvo el mayor porcentaje (81 %). En cuanto a las variables
evaluadas in vitro la luz blanca (400-500 nm), tuvo un mayor resultado (Lh: 4.97
cm; Lr: 2.53 cm; Nh: 1.83 %; Pf: 0.24 g), en la G ex vitro la luz roja (700 nm),
presentd 7 cm de Lh, 1.89 cm en Lry 1.86 Nh con luz blanca, mientras que el Pf
fue favorecida por la luz azul. Los diferentes atributos evaluados describen la
calidad del germoplasma y permiten precisar un tratamiento como estrategia de
propagacion y conservacion de la especie.

Palabras clave: Acido giberélico, lluminacion LED, in vitro, Maguey tobala,

Tetrazolio.
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.  INTRODUCCION

México es un pais megadiverso, alberga un gran nimero de especies de
animales y vegetales, donde existen aproximadamente 150 a 217 especies de
agaves que se distribuyen desde Sonora hasta Chiapas y de Tamaulipas hasta
la Peninsula de Yucatan, siendo desde hace mucho tiempo de gran importancia
para muchas comunidades rurales, como fuente de alimento (flores), bebida
(tallo), medicina (hojas), ornato (planta), forraje (pencas), entre otros usos
(Garcia-Mendoza, 2010; Espinosa, 2015; CONABIO, 2021).

Las especies nativas de agave satisfacen distintas necesidades, especialmente
para la elaboracion de mezcal, una bebida alcohdlica muy apreciada por sus
cualidades organolépticas suaves. La elaboracion del mezcal, constituye una de
las pocas actividades locales que determinan un ingreso monetario significativo

para la economia familiar (Torres et al., 2013).

En el Estado de Oaxaca la produccion de mezcal se ha realizado
aproximadamente desde el siglo XVI, elaborando esta bebida artesanal a partir
de 7 especies nativas de agave como; “arroquefio” (Agave americana L. var.
oaxacensis Gentry), “espadin” (A. angustifolia Haw), “coyote” (A. americana L);
“‘mexicano” (Agave aff. Rodacantha Trel), “barril” (Agave rhodacantha Trel);
“‘jabali” y “tobasiche” (Agave karwinskii Zucc.); tepeztate (A. marmorata) y
“tobala” (Agave potatorum Zucc). Actualmente, es una actividad de gran
importancia econdmica y social muy relevante, existiendo 13 distritos donde se
cultiva el agave nativo en una superficie de 31,287 km?, distribuidos en 256
comunidades localizadas principalmente en la “Region del Mezcal” integrada por
siete distritos politicos que son: Tlacolula, Yautepec, Miahuatlan, Ejutla, Ocotlan,
Zimatlan y Sola de Vega (Bautista y Smit, 2012; Martinez et al., 2019).

La Region Mixteca-Zapoteca (Mix-Za), no esta incluida en la “Region del Mezcal”;
sin embrago, se produce un excelente mezcal del agave “tobala o papalomet!”
(Agave potatorum Zucc.). Esta region se conforma por los municipios de San

Miguel Piedras, San Francisco Infiernillo, Yutanduchi de Guerrero, San Pedro



Teozacoalco y San Mateo Sindihui. EI mezcal tobala que se produce tiene un
excelente sabor el cual tiene una gran demanda por el consumidor nacional y

extranjero (Ojeda et al., 2016).

En los ultimos 10 afios, la demanda del mezcal de esta especie (A. potatorum),
ha aumentado en el mercado; en 2015 se realizé un censo en las comunidades
de Infiernillo San Francisco, San Miguel Piedras, Chidoco, Rio Minas y San José
Rio Minas de los distritos de Zaachila, Zimatlan y Nochixtlan, encontrando 29 ha
cultivadas con A. potatorum, con una produccion estimada de mezcal de 26,000
litros anuales y para el 2018 hubo una produccion de 179, 708.1 litros de mezcal
(Escamirosa et al., 2019). Con esto, se ha generado un impacto en la reduccién
de las poblaciones naturales y baja produccion de semilla, debido a que los
productores de mezcal, extraen la planta de A. potatorum completa antes de la
floracion para evitar que la cantidad de azucares disminuya; no obstante, este
aspecto interfiere con la etapa reproductiva de la planta y evita la produccion de
semillas requeridas para seguir reproduciéndose, o que pone en riesgo la
regeneracion natural y las necesidades de materia prima requeridos por la
industria en la elaboracion de la bebida tobalad. Lo anterior, sumando a la
incidencia de plagas como el picudo del agave (Scyphophorus acupunctatus
Gyllenhal.), la incidencia del toro o escarabajo (Strategus aloeus L.) hongos
(Fusarium oxysporum, Fusarium spp y Cercopsora agavicola) y bacterias
(Pectobacterium sp, syn: Erwinia corotovora) que han afectado las areas de
produccién ocasionando dafios severos a las plantas (Escamirosa-Tinoco et al.,
2016).

Con el propésito de generar estrategias de propagacion para la especie A.
potatorum, el presente trabajo se enfocé a evaluar la calidad fisica y fisiologica
de la semilla y determinar el efecto diferentes ondas de luz en la germinacion ex
vitro e in vitro para comparar las caracteristicas fisicas de las plantulas obtenidas

como respuesta en cada longitud de onda.



II.  OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Realizar la caracterizacion morfolégica de la semilla y evaluar la calidad fisica y
fisiologia del germoplasma.
Determinar el efecto de la fuente de iluminacion en la germinacion de las semillas

de Agave potatorum utilizando tres diferentes colores de lamparas de luz led.

2.2 Objetivos especificos

1. Realizar la caracterizacién morfoldgica, andlisis de pureza, peso de 1000
semillas, peso volumétrico, viabilidad de las semillas y porcentaje de
germinacion de Agave potatorum.

2. Determinar el porcentaje de germinacion de las semillas de Agave
potatorum cultivadas bajo condiciones in vitro y ex vitro incubadas bajo
tres diferentes longitudes de onda de luz blanca (400-500 nm), azul (400
nm) y roja (700 nm).

3. Comparar las caracteristicas fisicas (longitud de radicula e hipocotilo,
namero de hojas, peso fresco, etc.) de las plantulas incubadas in vitro y
ex vitro bajo tres diferentes condiciones de longitud de onda de luz blanca
(400-500 nm), azul (400 nm) y roja (700 nm).



. HIPOTESIS

La morfologia, asi como los atributos de calidad fisica y fisioldgica de la semilla

de A. potatorum influyen en la germinacion in vitro y ex vitro.

La exposicion de semillas de Agave potatorum Zucc a diferentes longitudes de
onda (luz roja, azul y blanca) puede ser un factor determinante para el proceso
de germinacion y desarrollo de las plantulas dependiendo del espectro de luz

absorbido.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Familia Asparagaceae

Son plantas monocotiledoneas, perennes y suculentas, debido a que tienen la
capacidad de retener mayor cantidad de agua, en esta familia botanica se
incluyen alrededor de 150 géneros y mas de 3000 especies. En principio el
género Agave se clasificaba dentro de la familia Amaryllidaceae, posteriormente
en Agavaceae y en estudios recientes con base a evidencias morfologicas y
moleculares pasé a ser de la familia Asparagaceae (Tropicos, 1982); sin
embargo, desde el punto de vista molecular ain no esta bien caracterizada.
Dentro de esta familia botanica, se agrupan géneros; Agave, Beschorneria,
Furcraea, Hesperaloe, Manfreda, Polianthes, Prochnyanthes y Yucca (Hackman
et al., 2006; Porras, 2017; Garcia et al., 2019).

De acuerdo con Martinez y Bautista (2013), las plantas pertenecientes a esta
familia presentan un metabolismo &cido de las crasulaceas (CAM), por lo que se
logran desarrollar bien en regiones aridas y semiaridas, donde especies con

metabolismo C3 tendrian pocas probabilidades de sobrevivir.

4.2 Género Agave

Los agaves son plantas xeréfitas que presentan caracteristicas que le ayudan a
sobrevivir en ambientes desfavorables, aproximadamente un 75% del total de
especies se pueden encontrar dentro del territorio mexicano y de este porcentaje
un 57 % - 69 % son endémicas. Algunas de ellas tienen relevancia antropogénica
desde la época prehispanica, por otra parte debido a la explotacion constante,
se ha ocasionado un desequilibrio en las poblaciones de especies silvestres
(Hackman et al., 2006; Garcia-Mendoza, 2007; Scheinvar, 2008; Leo6n et al.,
2013; Espinoza, 2015; Lara y Alpuche, 2016; Bautista, 2019; Garcia et al., 2019;

Fonseca-Varela, 2020).

El género se ha clasificado en dos subgéneros: Littaea, con 8 grupos

reconociendo entre 53 y 54 especies y el subgénero Agave con 12 grupos
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reconociendo de 150 a 217 especies. La diferencia que hay entre estos dos
subgéneros radica en el tipo de inflorescencia; el primero posee inflorescencia
en forma de espiga y flores en pares; mientras, que el segundo subgénero
presenta inflorescencias paniculadas y las flores se encuentran en forma de

umbelas sobre pedunculos laterales (Gentry, 1982; Espinoza, 2015).

4.2.1 Caracteristicas

Aguirre (2004); Hackman et al. (2006) y Garcia-Mendoza (2007), mencionan que
son féciles de reconocer por sus distintivas hojas en forma de rosetas, gruesas,
duras y rigidas, se caracterizan por el borde de la hoja crenado, poseen una
espina terminal afilada que van desde milimetros hasta los 5 centimetros
aproximadamente, dispone de espigas de flores. Son plantas generalmente con
o sin tallo aparente (acaulescentes). Muchos producen olores fuertes y amargos
que atraen a los murciélagos (Leptonycteris spp.) mientras que otros producen

olores dulces para atraer a los insectos (Félix- Valdez, 2014).

Los agaves pueden propagarse vegetativamente a través de brotes, basales y
rizomas y es evidente que los brotes enraizados en el suelo tienen una mayor

posibilidad de supervivencia que las rosetas sin raices expuestas al ambiente.

4.3 Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Asparagaceae
Género: Agave

Especie: potatorum Zucc.



4.3.1 Distribucién del género

El género Agave es nativo del continente americano, es comun encontrarlos por
el suroeste de Estados Unidos, América del sur, el Mediterraneo y principalmente
en el territorio mexicano, ya que presenta una amplia distribucion y diversidad.
Generalmente habitan dentro de la vegetacion de matorral desértico rosetéfilo,
no obstante, su distribucion es irregular, debido a que en algunas regiones se
encuentran mas especies que en otras, principalmente en las regiones aridas y
semiaridas (Arizaga y Ezcurra, 1995; Flores y Macias, 2013; Bautista, 2019).
México, se considera centro de origen del género agave, debido a la extensa
diversidad que presenta, siendo Tehuacan-Cuicatlan el area de mayor
variabilidad morfolégica silvestre y de domesticacion que va de la mano con la
variedad de climas, albergando entre 15 y 24 especies diferentes (Garcia-
Valenzuela, 2011; Porras, 2017).

4.4  Descripciéon de la especie de Agave potatorum

La especie fue descrita por Zuccarini en 1832. Se cree que fue colectada cerca
de Tehuacan-Puebla, debido a que fue publicada junto con otras dos especies
de agave localizadas en el mismo valle (Agave macroacantha Zucc. y A.
karwinskii Zucc.). Posteriormente, Zuccarini (1833) como lo refiere Garcia-
Mendoza (2010), facilité informacion del habito de crecimiento, entre otras

caracteristicas fisicas de la planta.

El nombre del Agave potatorum se conoce como “papalomet!” (del nahuatl:
papalotl = mariposa y metl = maguey), el epiteto especifico proviene del latin
potator, -oris bebedor (de vino) y que en griego significa “admirable”. Estas
plantas presentan un caracteristico arreglo de hojas que poseen funciones que
benefician a la planta, esta adaptacién minimiza la sombra que proyecta una hoja
sobre otra y permite que el agua en forma de lluvia se concentre a la zona de la
raiz con mayor eficiencia. Su principal polinizador es el murciélago Leptonycteris
yerbabuenae, pero no se descarta que también es visitada por diferentes aves e
insectos (Aguirre, 2004; Félix-Valdez, 2014; Ortiz-Hernandez et al., 2018;

Fonseca-Varela, 2020).



45 Caracteristicas botanicas

Diversos autores, Gentry (1982), Aguirre (2004); Espinosa (2015) y Fonseca-
Varela (2020), refieren aspectos sobre las caracteristicas botanicas haciendo
mencion que estan descritas como plantas perennes, con hojas pequefias
glaucas, con coloracion de blanquizcas a verdes, que se sitlan en espiral y
acomodadas en rosetas compactas alrededor de un tallo. Por lo general, suele
presentar hojas suculentas, fibrosas y carnosas, que le permiten el
almacenamiento de agua, presenta una forma ovada y los margenes tienen una
gran diversidad morfoldgica, pero casi siempre tienen borde crenado y presentan
una espina curvada al final del pice.

45.1 Plantas

Son perennes, solitarias, acaules, monocarpico, no genera hijuelos. Rosetas

compactas con altura de 30 a 60 cm y didmetro de 34 a 60 cm.

4.5.2 Hojas

Presenta 30-100 hojas por planta, con un largo de 15a 35 cm y 5 - 10 cm de
ancho, es de tipo erecto, rigidas, planas o algo céncavas hacia el apice,
engrosadas hacia la base, glaucas a verde-glaucas; margen sinuado a crenado,
mamilas 4 - 10 mm alto; con dientes en la parte media de 4 - 12 mm de largo y
4 - 8 mm de ancho (Garcia-Mendoza, 2010).

4.5.3 Inflorescencia

Registran una altura de 3 - 6 m, porcion fértil en la mitad o tercio superior,
paniculada, abierta, con 7 - 25 ramas primarias 10 - 30 cm de largo, separadas
entre si por 15 - 30 cm, en ocasiones con ramas secundarias 0.5 - 4 cm de largo;
pedudnculo verde a pardo-rojizo, bracteas del pedunculo 12 - 20 cm de largo, 3.5
- 4 cm de ancho en la base, triangulares, consistencia de papel (cartaceo), con

algunos dientecillos en el margen, espina 0.5 - 2.5 cm de largo, 0.7 - 1 cm de



ancho, pardo-rojiza; bracteas de las ramas primarias 5-8 cm de largo, 2 - 5 cm

de ancho, ovadas, amplexicaules (Torres et al., 2013).

454 Flores

Registran de 15 - 40 por umbela, 5 - 7 cm largo, campanuladas a algo
urceoladas, suculentas, verde amarillentas con tintes purpureos o rojizos,, ovario
verde; pedicelos 1 - 1.5 cm largo; ovario 2.5 - 3 cm largo, 4 - 6 mm ancho,
cilindrico a ligeramente triquetro, cuello 2 - 5 mm largo, tubo 1 - 1.6 cm largo, 0.8
- 1.8 cm diametro en la porcién distal, sulcado; tépalos 1.2 - 2 cm largo, 3 - 6 mm
ancho, triangulares u oblongos, erectos, gruesos, los externos 1 - 2 mm mas
largos que los internos, margen involuto, apice cuculado, duro, los internos
aquillados; filamentos 3 - 4.5 cm largo, aplanados adaxialmente, insertados a la
mitad o en el tercer cuarto superior del tubo, amarillentos, a veces con tintes
purpareos, anteras 1.5 - 2.5 cm largo, 2 - 3 mm ancho, rectas, versatiles,
amarillentas; estilo 5.5 - 6 cm largo, estigma claviforme, trilobado. Florece de

fines de agosto a diciembre y fructifica de noviembre a marzo (Bautista, 2019).

455 Capsulas

Van de 3.5 - 6 cm largo, 1.5 - 2 cm ancho, oblongas, estipitadas, rostradas.

456 Semillas

Tamarfo de 5 - 6 mm largo y 4 - 5 mm de ancho, lunulares, con un ala apenas

perceptible, aplanadas, negras (Garcia-Mendoza, 2010) (Figura 1).



Figura 1. Agave potatorum Zucc. A. roseta; B. hoja; C. inflorescencia; D. bractea del pedunculo;
E. flor; F. flor disecada; G. detalle de la insercién del filamento; H. estilo y estigma; I. capsula; J.
semilla. (Tomado de Garcia-Mendoza 2010)
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4.6 Habitat y distribucion de la especie

Existe gran diversidad de especies de magueyes silvestres, entre ellos se
encuentra el Agave potatorum Zucc., que regionalmente se conoce como
papalomé o tobald, ésta especie se distribuye en las tierras altas aridas y
semiaridas que abarca el extremo oriental de la cuenca del rio Balsas, el Valle
de Tehuacan-Cuicatlan, al pie de monte de las sierras Mixtecas, Sierra sur y
montafias que rodean los Valles Centrales de Oaxaca, entre un intervalo
altitudinal que va de los 1240 y 2400 msnm, donde se asocia con vegetacion de
pinos-encinos, selva baja caducifolia, matorral xeréfilo con cactaceas
columnares y matorral xeroéfilo con Quercus. Se desarrolla en sitios planos o con
poca pendiente, sobre suelos arenosos derivados de rocas calizas (Gentry,
1982; Morales et al., 2017; Gutiérrez-Hernandez et al., 2020) (Figura 2).

\)\ S

Figura 2. Distribucién de Agave potatorum Zucc. en México

47 Usos culturales

Agave potatorum Zucc es un recurso forestal no maderable a escala local y

regional, con una gran importancia ecoldgica, cada individuo en edad
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reproductiva puede producir de 2,000 a 9,500 semillas; sin embargo, justo antes
de la emision del escapo floral, el tallo o pifia alcanza su mayor tamafio y
contenido de azucares, coincidiendo con el momento 6ptimo de corte para su
procesamiento, lo que repercute en una fuerte disminucion de las semillas,
mismas que dejan de producirse por cada medio litro de mezcal, pues en
promedio dos agaves rinden un litro de esta bebida artesanal y todo esto se
traduce a pérdida de variabilidad genética y en la eventual extincion local de la
especie a corto plazo. El manejo sustentable del recurso requiere tomar en
cuenta la recuperacién constante de poblaciones deterioradas y acuerdos
comunitarios para cosechar no méas del 70% de individuos adultos por poblacién
y asi darle tiempo a que estas especies se sigan reproduciendo. (Torres et al.,
2013). Su aprovechamiento sin un manejo afecta la regeneracion de las
poblaciones naturales (Torres, 2009; Aguirre y Eguiarte, 2013; Delgado y Téllez,
2014; Bautista y Martinez, 2020).

El mezcal (del nahuatl mexcalli “agave horneado”), es una bebida que se obtiene
a partir de la destilacion del agave de diferentes especies, en México, sobre todo
en las comunidades rurales, la produccion artesanal del mezcal es muy
importante, ya que representa una fuente de ingresos para la familia y se va
convirtiendo en un modo de vida, esta tradicion se ha ido heredando de
generacion en generacion, empleando métodos tradicionales de destilado en
palenques. Es un producto muy apreciado debido a que es utilizado en diferentes
eventos como fiestas, trabajos, reuniones familiares, visitas a amigos, entre otras
ocasiones (Aguirre y Eguiarte 2013; Garcia-Vasquez et al., 2018; Santiago-
Osorio, 2019; Fonseca-Varela, 2020).

En el Estado de Oaxaca, el mezcal es elaborado, a partir de diversas especies
de agave, siendo angustifolia Haw, la mas demandada; sin embargo, el maguey
Tobala o papalomé (Agave potatorum) es muy apreciado por productores y
consumidores debido a las propiedades organolépticas que posee, por su
elevada proporcion de compuestos volatiles y alta calidad que son
caracteristicas propias de su especie, para los consumidores presenta el mejor
sabor y por lo tanto es el mas valioso. Una planta de A. potatorum tarda de seis

a ocho afnos en alcanzar la madurez reproductiva, momento en que la cantidad
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de azucares en el tallo llega al maximo y es cosechada. Ultimamente, en el
periodo que va desde la siembra hasta la cosecha, cuando los productores
recolectan los tallos o “pifias” de plantas silvestres antes que las plantas puedan
emitir flores y semillas, ha afectado a esta especie puesto que no se ha obtenido
un registro de que presente algun tipo de reproduccion asexual, la alta demanda
del mezcal ha incrementado su extraccion generando una considerable
disminucién de las poblaciones silvestres. Los pobladores de diferentes
comunidades rurales han expresado su preocupacion por el hecho de que las
poblaciones de este agave estan siendo fragmentadas poco a poco. También les
preocupa la falta de técnicas para un buen manejo y conservacion de este
recurso (Martinez et al., 2013; Torres et al., 2013; Félix-Valdez, 2014; L6pez et
al., 2016; Ortiz-Hernandez et al., 2018).

En el aflo 2018 se produjeron a nivel nacional 5.9 millones de litros de mezcal.
Oaxaca contribuy6 con el 92.3% de esta produccion, de la cual el 3.3% se
elabor6 con A. potatorum (Torres, 2009; Aguirre y Eguiarte, 2013; Delgado et al.,
2014; CRM, 2019).

4.8 Concepto de semilla

En términos botanicos, la semilla se puede definir como un 6vulo maduro,
encerrado dentro del ovario o fruto y consta de tres partes basicas: el embrion,
los tejidos de almacenamiento y las cubiertas (Figura 3), también se le conoce
como cualquier clase de granos, frutos y estructuras mas complejas (unidad
semilla) utilizadas en las siembras agricolas y que, puesto en las condiciones
adecuadas, germina y da origen a una nueva planta de la misma especie
(Arriagada, 2000). Entonces podemos definir a las semillas como la unidad
principal de reproduccion sexual de las plantas superiores terrestres y acuéticas
con el objetivo de multiplicar y perpetuar las poblaciones de plantas,

regeneracion de los bosques y sucesién ecoldgica (Salas, 2011).
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Testa o tegmen

Sustancia de reserva

Embrion

Figura 3. Partes de una semilla

A patrtir del desarrollo de la agricultura, el hombre ha procurado seleccionar y
almacenar sus propias semillas para cultivar plantas con caracteristicas
especificas. En los primeros afios del siglo XIX, la gran mayoria de los
agricultores dependian del abastecimiento propio de sus semillas; sin embargo,
algunos derivados de las plantas (Bebidas, forrajes, medicina, etc.) provienen de
plantas silvestres y también se debe de poner especial atencion en la

conservacion de dichas especies.

Las semillas pueden almacenarse vivas por largos periodos, para asegurar la
preservacion de especies y variedades de plantas. Las condiciones ambientales
de conservacién para prolongar la longevidad de las semillas, dependen de cada
especie, se distinguen dos grupos de especies segun su tolerancia a la

deshidratacion: semillas ortodoxas y semillas recalcitrantes.

4.8.1 Semilla ortodoxa

Las semillas ortodoxas se caracterizan por pasar por un periodo de secado
durante su maduracion (admiten ser desecadas hasta un 5-10% de contenido de
humedad), adquieren tolerancia a la deshidratacion durante su desarrollo y
pueden almacenarse en estado seco, por largos periodos, bajo condiciones

especificas (Berjak y Pammenter, 2010). Deben mantener un alto vigor y
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viabilidad, por lo menos desde la cosecha hasta la siguiente temporada de cultivo
0 por varias décadas a una temperatura de -18°C, suelen almacenar
carbohidratos y son mas longevas. Algunos ejemplos de plantas con semillas
ortodoxas son; las Solanaceae, Cruciferaceae, Leguminosas, Gramineas y

Cucurbitaceas (Gonzalez, 2009).

4.8.2 Semilla recalcitrante

Se refiere aquellas semillas que germinan inmediatamente después de ser
dispersadas, estas poseen contenido alto de lipidos y longevidad reducida. Estas
semillas pierden rapidamente su viabilidad al ser desecadas, como ejemplo se
tienen las semillas de aguacate (Persea americana), cacao (Theobroma cacao),
Café (Coffea spp.), Mango (Mangifera indica), entre otros (Doria, 2010;
Gutiérrez-Hernandez et al., 2020).

4.8.3 Semilla exendospermada

Las reservas de este tipo de semillas se acumulan en los cotiledones del embriéon
(diploide), por ejemplo: chicharos (Pisum sativum L.) y frijol (Phaseolus vulgaris
L.), la principal funcién de los cotiledones es ceder los nutrientes durante el
proceso de germinacion, posteriormente emerger y ser fotosintéticamente

activos (Carmen, 2015).

4.8.4 Semilla endospermada

Se refiere aquellas semillas que acumulan sus reservas en el tejido endosperma
(triploide), por ejemplo: maiz (Zea mays L.) y ricino (Ricinus communis L.), en
éstas, los nutrientes estaran disponibles para el embrion, sélo si los cotiledones
permanecen el tiempo suficiente en la semilla en contacto con el endospermo,

para absorber los nutrientes mediante su funcion haustorial (Doria, 2010)
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4.8.5 Semilla perispermada

Son semillas donde las reservas se acumulan predominantemente en la nucela
(diploide), ejemplo: pimienta (Piper nigrum L.); quinoa (Chenopodium album L.)
(Doria, 2010).

4.9 Estructura de las semillas de Agave potatorum

Las semillas de A. potatorum se consideran ortodoxas, oleoproteaginosas, y
endospermadas debido a que acumulan reservas en el endospermo, y adquieren

tolerancia a la deshidratacion (Gonzalez, 2009; Doria, 2010).

Escamirosa et al. (2021) mencionan que, si la reproduccion de Agave potatorum
se realiza por medio de semilla, es recomendable colectarla en campo cuando
la planta haya alcanzado su madurez y pasarlo por un proceso de secado, para

gue se pueda almacenar y evitar que pierda su viabilidad.

4.10 Germinacioén

Se define a la germinacion como el proceso de la emergencia y desarrollo de
una plantula, mediante el cual un embrion adquiere el metabolismo necesario
para reiniciar el crecimiento y producir una planta normal bajo condiciones
favorables. Para que la germinacion de inicio, es importante tomar en cuenta la
viabilidad de las semillas, es decir, el embrion debe estar vivo y tener capacidad

para germinar.

Los cambios fisiolégicos y metabdlicos que se producen en las semillas, no
latentes, después de la imbibicién de agua, tienen como finalidad el desarrollo
de la plantula. La germinacion se inicia con la entrada de agua en la semilla
(imbibicion) y finaliza con el comienzo de la elongacion de la radicula. En
condiciones de laboratorio, se entiende por germinacion, cuando la radicula
rompe las cubiertas seminales, por el contrario, en campo, la germinacion es

considerada cuando se observa la emergencia de una plantula.
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Pita (1998), Doria (2010) y Rosabal-Ayan et al. (2014), mencionan que las
semillas pueden diferenciarse por el tipo de germinacion que presenta cada
especie de acuerdo a la posicion de los cotiledones con respecto a la superficie
del suelo. Asi, se distinguen dos tipos diferentes de germinacion: epigea e

hipogea.

4.10.1 Germinacién epigea

En este tipo de germinacion los cotiledones emergen del suelo debido a un
considerable crecimiento del hipocétilo (espacio entre la radicula y el punto de
insercion de los cotiledones). Posteriormente, en los cotiledones se diferencian
los cloroplastos, transforméandolos en 6rganos fotosintéticos y actuando como si
fueran hojas. Finalmente, comienza el desarrollo del epicotilo (espacio entre el
punto de insercion de los cotiledones y las primeras hojas verdaderas). Por
ejemplo: cebolla (Allium cepa), tomate (Lycopersicon esculentum), zapallo
(Cucurbita maxima), mani (Arachis hypogaea), Maguey papalomé (Agave

potatorum) (Figura 4).

Figura 4. Germinacién epigea del Agave potatorum Zucc.

4.10.2 Germinacion hipogea

En una germinacién donde los cotiledones permanecen enterrados, Unicamente
la plamula atraviesa el suelo debido a que el hipocotilo generalmente no se
desarrolla. A continuacion, el epicaétilo se alarga, apareciendo las primeras hojas
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verdaderas, que son los primeros érganos fotosintetizadores de la plantula. A
medida que la plantula se fija firmemente en el suelo y gradualmente se
independiza de los tejidos de reserva, se completa el proceso de la germinacion.
Los chicharos (Pisum sativum) y vicia (Vicia faba), son un ejemplo de plantas

con este tipo de germinacion (Figura 5).

Figura 5. Ejemplo de germinacion hipogea (Fuente: MAKY.OREL [CC BY-SA 4.0
(https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0)] via Wikimedia Commons)

4.11 Pruebas fisicas y fisiolégicas

La calidad de una semilla es un conjunto de requisitos, incluyendo varios
atributos que se refieren a la facilidad o adaptabilidad de la semilla para ser
sembrada, divididos en caracteristicas basicas genéticas, fisioldgicas, sanitarias
y fisicas que proporcionan la capacidad productiva de una nueva planta, el
procesamiento, almacenamiento y el transporte son importantes, puesto que la
calidad de los ingredientes puede verse afectada negativamente (Terenti, 2004).
Por lo tanto, se debe realizar un control de calidad, interviniendo a través de
diferentes métodos Utiles y confiables para determinar las principales
caracteristicas de los lotes de semillas de alta calidad para cumplir con los
criterios de germinacion y vigor. Este aspecto es alin mas importante, tanto que
el mercado de semillas ha sufrido cambios importantes como la globalizacion y
su valor. La prueba de germinacion estandar es el procedimiento mas comun
para evaluar la calidad fisiolégica de un lote de semillas y sirve para determinar
en gran medida la viabilidad de la semilla, que tiene la capacidad de producir una
plantula normal, la cual establece la capacidad de germinacion (Garcia et al.,
2016; Farrés, 2018).
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Genética: refiere a la constitucion genética de las semillas, por lo que se asegura
la estabilidad del genotipo y su continuidad a través del tiempo, evitando la

degeneracion de los cultivares para asi preservar sus caracteristicas originales.

Fisioldgica: abarca la suma de todas las propiedades o caracteristicas, las cuales
determinan el nivel potencial del comportamiento de las semillas y el
establecimiento del cultivo, la capacidad de la semilla para germinar, emerger y
dar origen a plantas uniformes y vigorosas. El momento en el que una semilla en
desarrollo alcanza la madurez fisiolégica es cuando llega a la maxima viabilidad;
a partir de ese momento comienza a perder vigor, porque esta expuesta a
condiciones ambientales no siempre favorables y si bien su metabolismo es
reducido, sigue respirando y gastando energia para mantener sus funciones
vitales. Por ello, el ambiente en que se almacene debe ser seco y fresco (Farras,
2018).

Sanitaria: se refiere principalmente a la presencia o ausencia de patégenos
(hongos, bacterias, nematodos y virus) causantes de enfermedades.

Fisica: afectada por la presencia o ausencia de cualquier contaminante distinto
de la semilla deseable. Estos contaminantes pueden ser: materiales inertes,
insectos, semillas de otras especies. También comprende la integridad fisica de
la semilla (semilla quebrada), tamafio, peso de 1000 semillas y contenido de
humedad (Terenti, 2004; Garcia et al., 2016).

Para contribuir al conocimiento, conservacion y uso sustentable de A. potatorum,
es necesario conocer las caracteristicas fisicas y fisiolégicas de sus semillas, asi
como asociar estos aspectos con el origen de las semillas, es decir, su sitio y

afio de produccién.
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412 Luz

La luz siempre juega un papel muy importante en la germinacion y crecimiento
de las plantulas, desde finales del siglo XVIII se sabe que para algunas semillas
la luz es indispensable para germinar. Entre 1930 y 1960, se realizaron
experimentos importantes sobre la fisiologia de la semilla y de las plantas que

dieron origen al area de estudio de la Fotomorfogénesis (Botto, 1998).

Las ldmparas de luz LED se inventaron en la década de 1920 y en la década de
1960 se desarroll6 una version préactica con luz visible (roja). Estos primeros
dispositivos eran de bajo consumo y solo podian usarse como luces indicadoras.
Gracias al desarrollo continuo, en la década de 1970 aparecieron en el mercado
longitudes de onda mas cortas (naranja, amarillo y verde). El primer LED azul
practico se desarroll6 en 1993, fue hasta 1996 cuando se aplic6 una capa de
fésforo a un LED azul para producir el primer LED blanco, del mundo. En el afio
1999 se desarrolld la tecnologia LED de alta potencia (1 w o mas). Estos
dispositivos han revolucionado la iluminacién de campo y también la iluminacion

agricola, sin excepciones (Document-Rodriguez, 2019).

La introduccién de luces LED en ambientes controlados dentro del sector
agricola es una nueva tecnologia, Botto (1998) menciona que Flint y McAlister
en 1937 estudiaron los requerimientos espectrales para la ruptura de la
dormicion de las semillas de lechuga (Lactuca sativa, cv. Grand Rapids) llegando
a la conclusion de que la dormicion fue removida por la luz naranja-roja (600-700
nm) acentuada por la luz azul (420-500 nm) y especialmente por la luz rojo-

lejana.

Estudios recientes han demostrado que las lamparas LED de luz blanca son de
mayor calidad y son mas eficientes que las ldmparas incandescentes para
convertir energia eléctrica a luminica. Su elevado ahorro energético puede
traducirse en ahorro economico, siendo una de las soluciones para problemas
energéticos a nivel mundial. Estos dispositivos son monocromaticos, es decir,
tienen una longitud de onda correspondiente a un color, su uso en el sector

agricola con el fin de aumentar la produccion recae en que son altamente
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especifico para estimular funciones en el crecimiento de las especies vegetales
y de igual manera en la repelencia de insectos en el ambiente, como es el caso
de los diodos rojos, por lo tanto, reduce el uso de agroquimicos. Desde el punto
de vista ambiental, el LED no contiene compuestos peligrosos que afecten la
salud y el medio ambiente, al ser una tecnologia nueva, se estan realizando
muchos estudios para aclarar sus efectos, aplicaciones y usos (Navarro, 2013;
Gonzales, 2019).

En 2001, Yori demostré que la luz roja y azul son factores importantes para el
crecimiento de las plantas y descubrié que las cromatidas de las plantas son
sensibles a esta fuente de iluminacion, la luz azul a 660 nmy 730 nm en la regién
roja. La luz roja estimula la elongacion de los entrenudos, y aumento de la
biomasa seca, ademas de acelerar la germinacion, esto se ha comprobado en
plantulas de brdcoli (Brassica oleracea var. italica). En la ultima década, se ha
descubierto que la luz verde actia como un regulador del crecimiento de las
plantas ya que promueve el crecimiento de los carotenoides y el metabolismo de
los carbohidratos (Folta, 2004).

4.13 Uso deluz LED en el proceso de germinacion

La luz es un factor imprescindible para llevar adelante una serie de procesos
fisiolégicos en las plantas, siendo el mas importante la fotosintesis. La mayor
parte de la luz del sol que captan las plantas es transformada en calor y solo una
pequefia parte del espectro son esenciales para su crecimiento. En los rayos del
sol, encontramos un muy amplio espectro con varios tipos de radiaciones:
Ultravioletas (0,6%), visibles fotosintéticas o luz fotosintéticamente activa PAR
(37%), infrarroja corta (NIR) e infrarroja larga FR (ambas 62%). La mas
importante para los vegetales es la PAR ya que el resto afectan principalmente
a la temperatura. Y dentro de la radiacion PAR, el rojo y el azul son los colores
gue mayor efecto tiene en las plantas, el verde es menor, por ello se ven verdes
sus hojas ya que rechazan la mayoria de los rayos de luz verde. La luz roja es
la que estimula la floracién, pero debe ser combinada con el azul para seguir su

desarrollo molecular y proteinico (Taboada, 2019).
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Es uno de los tres factores mas importantes que actlian sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas, junto con el oxigeno, CO2 y los minerales. La luz actla
sobre la asimilacién del carbono, la temperatura de las hojas, en el balance
hidrico, y crecimiento de los 6rganos y tejidos, principalmente en el desarrollo y
curvatura de los tallos, asi como en la expansion de las hojas. Interviene también
en la germinacion y floracién. La luz y la temperatura estan directamente

correlacionadas (Taboada, 2019).

La luz azul (300-500 nm) tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las
plantas, esto se debe a que los fotorreceptores que absorben la luz azul son los
criptocromos que controlan la morfologia de la planta, la transicion a la floracion,
contribuyen a la expansion de la hoja e inhiben fuertemente la elongacién del
tallo (Paniagua et al., 2015). El uso de luz azul para prevenir el alargamiento de
la planta ha sido documentado en estudios de crisantemos (Okamoto et al., 1996;
Oyaert et al., 1999; Kim et al., 2004; Shimizu et al., 2006). Por lo tanto, la luz azul
es una estrategia potencial para producir cultivos mas compactos y facilitar la
aclimatacién de los cultivos in vitro ayudando al desarrollo de las plantas, ya que
estimula la produccion de clorofila y las reacciones fotosintéticas, generando
plantas cortas y con entrenudos también cortos, fuertes y vigorosos. En cambio,
la ausencia de luz proporciona plantas enfermizas, delgadas y delicadas. (Nhut
et al., 2000; Navas-Gracia, 2010).

Las bandas de luz de color rojo (630-700 nm) estimulan el crecimiento del tallo,
la germinacion de las semillas, el proceso del brote y la floracion al desencadenar
la liberacibn de hormonas y actian sobre el enraizamiento. Ademas, es el

causante de repeler gran mayoria de insectos y plagas. (Taboada, 2019).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacion geogréfica del sitio experimental

El presente experimento se realizd en el laboratorio de botanica del
departamento de Boténica, laboratorio de semillas del departamento de
Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada
en las siguientes coordenadas 25° 21°09” latitud Norte 101°01°51” latitud Oeste,
con una latitud de 1783 msnm y en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(Campo Experimental Saltillo CIRNE-INIFAP), ubicado en Carretera Saltillo -
Zacatecas, km 342 + 119, No. 9515 Col. Hacienda de Buenavista 25315, con
coordenadas 25°20'37.9"N 101°01'59.9"W.

5.2 Material vegetativo

Se utilizaron semillas de Agave potatorum Zucc. colectadas el 26 de febrero del

2021, dentro del municipio de San Miguel Piedras, Nochixtlan, Oaxaca, con
coordenadas 17°02'25.5"N 97°13'20.9"W (Figura 6).

MAPA DE UBICACION

97°17'0 97°12'0

17°1'N
17°1'N

16°55'N
16°55'N

@ sitio || San Miguel Piedras
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70 97°12'0
0 1 2km
)

Figura 6. Area de distribucion de Agave potatorum Mpio. San Miguel Piedras del distrito de

Nochixtlan, Oaxaca, México.
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5.3 Caracterizacion Morfoldgica

5.3.1 Anadlisis métrico (AM)

Esta evaluacion se hizo en tres tamafios de semilla y se realiz6 considerando 50
semillas por tamafio con tres repeticiones, evaluando la longitud (L, mm) y ancho
(A, mm), medidos con el programa Dino capture version 2.0, considerando un
aumento de 53.1 X. Esta informacion se analizé con el SAS® version 9.4 (SAS
Institute, 2019), registrando la media, desviacion estandar con el procedimiento
MEANS, asi como los valores minimos y maximos de cada caracter.

5.4 Pruebas Fisicas

5.4.1 Andlisis de pureza (PS).

Parametro cuantitativo expresado en porcentaje (%), evaluado con un soplador
de semillas South Dakota, modelo CFY-II, con una abertura de 2 cm por 1 minuto

(Figura 7), separando las semillas puras, vanas y materia inerte.

) g semilla pura
Semilla pura = * 100
g muestra

) g semilla vana
Semilla vana = * 100
g muestra

.. g materia inerte
Materia inerte = * 100
g muestra
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Figura 7. Prueba de pureza de semillas de A. potatorum con soplador South Dakota.

5.4.2 Peso de mil semillas (PMS)

El lote de semillas evaluado se separé por tamafos (chica, mediana y grande)
(Figura 8), de cada tamafio se cuantifico el pesd con una balanza analitica marca
Explorer Pro modelo EP613 considerando 100 semillas con ocho repeticiones.
Evaluacion realizada de acuerdo a lo establecido por International Seed Testing
Association (ISTA) (ISTA, 2019).

Figura 8.Figura 8. Caracterizacion de semillas por tamafio del maguey papalomé (Agave
potatorum).
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5.4.3 Peso volumétrico (PV).

Se registré el peso de la semilla contenido en un cierto volumen (densidad)
(Figura 9). Se consideraron tres tamafos de semilla (chica, mediana, grande)
con 3 repeticiones, determinando el peso de la semilla contenida en un volumen
conocido, expresado en Kg*HL? (Moreno, 1996). Se utiliz6 un vaso de
precipitado de 13.2 mL donde se vaciaron las semillas de cada tamafio y con
una regla se pas6 por encima en forma de zig zag, para quitar el exceso de
semilla, posteriormente el contenedor se pesé en gramos (g) en una balanza
analitica marca VELAB (VE-5003).

PV=kg/HL"!

Figura 9. Peso volumétrico de las semillas de A. potatorum Zucc.

5.5 Pruebas Fisioldgicas

5.5.1 Viabilidad con tetrazolio (V).

Por cada tamafio se evaluaron 30 semillas con 3 repeticiones. La prueba se
realizdé de acuerdo a reglas internacionales del ISTA (2019), utilizando 2, 3, 5
trifenil cloruro de tetrazolio al 0.5% y determinando el porcentaje de semillas
viables y no viables. Primeramente, las semillas se remojaron en agua destilada

durante 10 horas. Las semillas pre-humedecidas se cortaron longitudinalmente

26



hasta tener el embrion expuesto a la solucibn de tetrazolio (0.5%).
Posteriormente, las semillas con el embrion expuesto se vaciaron en tubos de
ensaye y se agrego 2 mL de solucion (tetrazolio) e incubaron en una estufa
marca Seedburo por 1.30 h a 35°C (Figura 10). Pasado este tiempo se contaron

las semillas viables y no viables expresando el resultado en porcentaje.

Figura 10. Prueba de viabilidad del A. potatorum Zucc. a) Embrién expuesto, b) Semillas en
solucién de tetrazolio, ¢) incubacion de las semillas con tetrazolio durante una hora y media.

5.5.2 Germinacion estandar (GE).

En cada tamafo se evaluaron los tratamientos; 500 ppm (T1) y 1000 ppm (T2)
de &cido giberélico (AGs), inoculacion de micorriza al 50% (T3) y 100% (T4) y
Bacillus subtilis al 25% (T5) y 75% (T6), mas un testigo con agua destilada (T7)

considerando 10 semillas con 3 repeticiones tratamiento.
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La solucion de AGs a 500 ppm, se prepar6 pesando 0.025 g de polvo disuelto en
50 mL de agua destilada. Para el AGs a 1000 ppm se pes6 0.05 g en 50 mL de
agua destilada (Figura 11).

Figura 11. Preparacion de Acido giberélico

En cajas Petri con papel germinador se establecieron con una pipeta (Accumax)
10 semillas de cada tamafio y agregaron 3 mL de cada tratamiento. (Figura 12).
El material se estableci6 en una camara de incubacién con temperatura
controlada (28 + 1 °C) marca Hoffman. Se realizaron conteos a los 5, 10 y 15
dias de siembra (dds). Las variables evaluadas fueron porcentaje de
germinacioén, longitud media del hipocétilo (Lh) y radicula (Lr), asi como los
porcentajes de plantas normales (PN), anormales (PA) y semillas sin germinar
(SSG).
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Figura 12. Establecimiento de semillas de A. potatorum Zucc. con tratamientos.

5.6 Andlisis estadistico

Las variables de la caracterizacion morfolégica, asi como los pardmetros de las
pruebas fisicas y fisiolégicas se analizaron con el programa estadistico
InfoStat/L, considerando una probabilidad del (p < 0.05) y una comparacion de

medias Tukey a una probabilidad del 95 %.

5.7 Germinacién in vitro

5.7.1 Preparacion del medio de cultivo

En la preparacion del medio de cultivo se utiliz6 el medio MS (Murashige y
Skoog), agar y sacarosa. Para la elaboracién de un litro de medio, en una
balanza analitica (HR-200), se pesaron 4.2 g de MS, 7 g de agar y 30 g de
sacarosa, en un vaso de precipitado se agreg6é 500 ml de agua destilada, y se
adicionaron los componentes del medio previamente pesados, se mezclaron y
se afor6 hasta 1000 ml. Posteriormente se ajusté el pH con un potenciémetro
(modelo HI98107), los enjuagues del instrumento se realizaron con agua
desionizada, primero se calibré utilizando la solucion de pH 4 seguida de pH 7,
acto seguido se midioé el pH del medio y se ajusté a un pH 5.7 adicionando NaOH
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o HCI dependiendo de la acidez o basicidad que presentara la solucién. Una vez
ajustado el pH se afadi6é el agar en polvo y el vaso que contenia el medio se
colocd sobre una plancha de calor y agitacion (CIMAREC, Stirring Hot Plates)
hasta que el agar se incorporara con la solucion al llegar al punto de ebullicion
(Figura 13).

Inmediatamente después de la elaboracién del medio, se vertié en los frascos de
vidrio (de cultivo) para su posterior esterilizacion en autoclave junto con el
material de soporte. El proceso de esterilizacion se realizo en una olla de presion,

durante 20 min a 15 Ib de presion.

Figura 13. Preparacion del medio de cultivo.

5.7.2 Establecimiento de semillas

Para el establecimiento de las semillas se realizaron 3 repeticiones de 54
semillas por repeticion. Se esterilizé materiales como vasos de precipitado, agua
destilada, probeta, pinzas, caja Petri, para el uso durante el establecimiento. Las
semillas de A. potatorum se dejaron remojar 24 horas, pasado el tiempo se lavo
con detergente y una gota de sorbitan mono-laurato para guardar la humedad.
En el lavado de las semillas se utiliz6 una solucion de alcohol al 70%, cloro
comercial 40%. Se realiz6 3 lavados; para el primer lavado, se contaron y
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colocaron 54 semillas de A. potatorum en una solucion de 20 mL de cloro + 30
mL de agua destilada estéril, durante 5 minutos; para el segundo lavado se utilizd
una solucién de 15 mL de agua destilada estéril + 35 mL de alcohol durante 5
minutos, y el ultimo lavado fue solo agua destilada estéril por 3 minutos (Figura
14).

Figura 14. Establecimiento in vitro de semillas de A. potatorum

Las semillas se colocaron en una caja Petri y posteriormente se colocé tres
semillas por cada frasco de cultivo y se sell6 con aluminio. Se colocaron 6 frascos
por cada lampara de luz LED blanca (400-500 nm), azul (400 nm) y roja (700
nm) en un cuarto de incubacion a una temperatura minima de 22 °C a
temperatura maxima de 27°C, con 16 horas luz y 8 horas de oscuridad y se

superviso la germinacion cada 4 dias (Figura 15).
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Figura 15. Establecimiento en las luces led.

5.8 Germinacién ex vitro

En la siembra ex vitro se realizaron 3 repeticiones en donde se establecieron 120

semillas por repeticion.

5.8.1 Preparacion del sustrato y establecimiento de semillas

Para la preparacion de sustrato se utilizd peat most, perlita y vermiculita en una
porcion de 80-10-10. Se realiz6 la mezcla de los tres productos y se
humedecieron, posteriormente se pasaron en charolas. Las semillas se pusieron
a hidratar durante 24 horas, y pasado este tiempo, se colocaron 40 semillas de
A. potatorum por charola, y se colocé una charola por cada onda de luz led
Blanca (400-500 nm), azul (400 nm) y roja (700 nm), en el cuarto de incubacion.
Se superviso la germinacion cada 4 dias, durante un mes después de la primera

germinacion (Figura 16).
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Figura 16. Preparacion del sustrato para siembra ex vitro.

5.9 Variables evaluadas

En ambos tipos de siembra (in vitro y ex vitro) se tomaron variables; germinacion
(G, %) por tipo de luz, longitud de hipocotilo (Lh, cm) y radicula (Lr, cm), utilizando
un Vernier digital (Carbon Fiber Composites) (Figura 17), haciendo la conversion
de milimetros a centimetros, niumero de hojas por planta (Nh), y peso fresco de

la planta (Pf, g) con una balanza analitica (HR 200; Marca: A&D Weighing).

Figura 17. a): Longitud de hipocaotilo (Lh) y b): radicula (Lr).
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5.10 Disefio del experimento

Los datos de germinacion in vitro y ex vitro se analizaron mediante un disefio de
modelo multifactorial con dos factores con replicacion, con tres repeticiones,

evaluando en cada condicion tres tipos de luz.

Los datos de las variables por cada condicidon se analizaron con el programa
estadistico InfoStat/L, obteniendo el ANOVA y una comparacion de medias con
la prueba de Tukey (p < 0.05) a una probabilidad del 95 %.

5.11 Modelo estadistico

Yijk=p + Ti + Bj + (TB)ij + ijk

pu= Media

Ti= Efecto A (Luces)

Bj= Efecto B (Condicion de incubacion)
(TB)ij= Interaccién AB

uijk= Error

k= Repeticiones
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion Morfologica

El analisis morfologico realizado a la semilla mostré una dominancia en la forma
lacrimiforme (de lagrima) o lunular, aplanada de textura reticulada (Moreno,
1984; UPOV, 2013). Estas caracteristicas de la semilla distinguen a las especies
de la subfamilia Agavaceae (Verhoek, 1998; Garcia-Mendoza, 2010), como
Agave celsii (Smith y Steyn, 2002) y maguey pulquero (Agave salmiana)
(Vazquez-Diaz et al., 2011).

El andlisis estadistico para las variables métricas indic6 una diferencia
significativa (p < 0.05) en el largo y altamente significativas (p < 0.01) en el ancho
de las semillas, con un Coeficiente de Variacion (CV) de 9.4 % y 6.13 %,
respectivamente (Anexo 1). Esta caracteristica fisica de la semilla esta
relacionada con la acumulacion de nutrientes, como lo refieren Langlé-Arguello
et al., (2017). En este caso el tamafio de la semilla y su acumulacién de
nutrientes puede influir en los otros parametros fisiolégicos como la germinacion,
como también se ha reportado en otros agaves silvestres (Vazquez et al., 2011).
Los tamafios grande y mediana en largo de semilla resultaron estadisticamente

iguales con los mayores valores de 5.33 y 5.15 mm, respectivamente; mientras

que el menor valor se obtuvo con la semilla chica con 4.78 mm (Figura 18).

Figura 18. Andlisis métrico en tamafios de semilla (aumentos 53.1 X); a) Chia, ) Mediana y c)
Grande de maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.) mpio. San Miguel Piedras del distrito de

Nochixtlan, Oaxaca, México. a) Semilla chica; b) Semilla mediana; c) Semilla grande.
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Con la variable ancho de semilla, la prueba de medias (Tukey, a= 0.05) muestra
cada tamafio en un grupo estadistico diferente, sobresaliendo la semilla grande
con 3.92 mm, seguido por la mediana (3.62 mm) y por ultimo la pequefa (3.23
mm) (Figura 19).
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Figura 19. Andlisis métrico los diferentes tamafios de semilla de maguey papalomé (Agave
potatorum Zucc.) Mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

Aunqgue la variacion morfologica de las semillas de A. potatorum en el largo y
ancho, es similar a otros estudios realizados en especies de agavaceas, estas
son una caracteristica distintiva, si se relacionan con el peso de la semilla, como
se hizo en Poliantes geminiflora donde las semillas fueron pequefas y ligeras, a
diferencia de P. longiflora que fueron de mayor tamafio y peso (Serrano et al.,
2000). En este estudio podria ser el caso, ya que la clasificacion de tamafio se

realizd con base al peso de la semilla.

6.2 Pruebas Fisicas

6.2.1 Andlisis de pureza (PS)

El andlisis de pureza no presento diferencia significativa (p < 0.05) entre
repeticiones (Anexo 2), teniendo 70.51 % de semilla pura en promedio (Figura

20). Este porcentaje supera a lo reportado en maguey espadin (A. angustifolia
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(Haw) (Hernandez-Castro et al., 2021). La eficiencia de llenado o formacion de
la semilla puede variar de acuerdo a las condiciones del ambiente, e influye en
el porcentaje de semilla pura (Avendafio-Arrazate et al., 2015, Villanueva et al.,
2021). De tal forma, que en A. potatorum la pureza influye con el llenado de
semilla y depende de la condicion semiarida poco favorable de donde proviene
el germoplasma. El estrés del ambiente puede disminuir o variar este caracter
cuantitativo, asi como el peso volumétrico como lo refieren Gutiérrez et al.,
(2020). En este estudio, dicho efecto se identificé al presentar semilla vana en la
colecta hasta de 9.57 %, como parte del componente de la materia inerte (29.42
%).

Otra influencia es el tiempo 6ptimo de cosecha, cuando la semilla alcanza su
estado de madurez fisioldgica, teniendo una maxima acumulacion de peso seco
y alto vigor (Doria, 2010). Esto puede variar segun la especie y forma de la
recolecta; en el estudio no se considero este factor, comparado con otro estudio,
en semillas de maguey comiteco (Agave sp.), también colectadas de poblaciones
naturales, pero en un tiempo Optimo de cosecha resultd hasta con 88% de
semilla pura (Gutiérrez-Hernandez et al., 2020), superior a lo reportado en este
estudio (70.5%), lo que resulta evidente el efecto de tiempo de cosecha o colecta

de semilla aiin en poblaciones silvestres (Cuadro 1).

Cuadro 1. Analisis de pureza de semillas del maguey papalome (Agave potatorum Zucc.) mpio.
San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

Semillas Peso Porcentaje
(9) (%)
Semilla pura 29.88 70.51
Semilla vana 4.05 9.57
Materia inerte 8.43 19.91
Total 42.38 100
CV 3.8 8.91

CV.-Coeficiente de Variacién
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Figura 20. Pureza de semillas del maguey papalome (Agave potatorum Zucc mpio. San Miguel
Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México. a) Semilla pura; b) Semilla vana y materia

inerte.

6.2.2 Peso de mil semillas (PMS)

El analisis estadistico para esta variable mostré diferencias altamente
significativas (p < 0.01) entre tamafos de semilla (Anexo 2), con una media
general de 8.77 g, confirmando que la diferencia de llenado de semillas de esta
especie es por peso y no por las dimensiones morfoldgicas. Posiblemente,
también influyeron la variacién del tiempo y condiciones semiaridas de colecta

en las poblaciones (Avendafio-Arrazate et al., 2015).

Considerando el tamafio de la semilla de A. potatorum determinado en el estudio,
era de esperar que la semilla tipo grande presentara el mayor peso. En la prueba
de medias de Tukey (a= 0.05) esto de confirmé y las semillas tipo grande
registraron un PMS con 9.74 g, seguidas de las medianas con un PMS de 8.9 g
y por ultimo las semillas chicas con un PMS de 7.72 g (Cuadro 2, Figura 21 y
22). Estos resultados pueden utilizarse para calcular la densidad de siembra
cuando se requiera propagar el material de forma intensiva.

El resultado del PMS en A. potatorum confirma los resultados del analisis
métrico, es decir; a mayor tamafio de semilla, mayor dimension sobre todo en el
ancho de la misma y por ende un mayor peso, efecto que coincide a lo reportado
por Serrano et al.,, 2000), tal efecto tal vez sea debido a la acumulacion de
nutrientes (Langlé-Argiello et al., 2017). EI PMS depende del tipo de especie y
puede verse influenciado por el tamafio y peso de la semilla, como se ha

determinado en el maguey papalomé de este estudio, mismo que resulté con
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menor PMS que el reportado para maguey espadin (Hernandez-Castro et al.,
2021).

Cuadro 2. Calidad fisica de las semillas del maguey papalome (Agave potatorum Zucc.) mpio.
San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

Semillas PMS (g) PV (Kg HL-1)
Chicas 7.72c 31.17 a
Medianas 8.83b 23.38b
Grandes 9.74 a 19.6¢c
CcVv 2.40 3.39

CV. Coeficiente variacion (%) PMS: Peso de mil semillas; PV: Peso volumétrico

Figura 21. a) Peso mil semillas (PMS); b) Peso volumétrico (PV).
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Figura 22. Pruebas fisicas a) Peso mil semillas (PMS); b) Peso volumétrico (PV) por tamafio de
semillas del maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.) mpio. San Miguel Piedras del distrito de

Nochixtlan, Oaxaca, México.
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6.2.3 Peso volumétrico (PV).

Se encontraron diferencias altamente significativas (p < 0.01) entre los tamafos
de semilla evaluados (Anexo 2). En la prueba de medias de Tukey (o= 0.05) se
distinguen tres grupos; las semillas de tipo chico registraron el mayor PV con
31.17 kg HL?, seguidas las medianas con PV de 23.4 kg HL? y por ultimo las de
tipo grande con un PV de 19.6 kg HL™%, teniendo un CV de 3.39 (Cuadro 2, Figura
21y 22).

Esta variacion en PV puede estar influenciada por el contenido de humedad y el
peso de las semillas, ambos parametros estan relacionados con la alta o baja
cantidad de agua en la semilla lo que afecta el valor del peso y espacio que
ocupa la semilla en un volumen determinado (Moreno, 1996). En el estudio, las
dimensiones o tamafios de la semilla de A. potatorum pudieron ser la causa de
dicha variacion, es decir; entre mas anchay larga era la semilla, menos cantidad
y mas espacio ocupoé en el volumen determinado. Para esta especie, como en
otras de la familia de las Agavaceae no existen referencias del PV para poder
hacer una comparacion; sin embargo, esta prueba es un indicador de la calidad

gue puede influir en el vigor de las plantulas como lo refiere el ISTA (ISTA, 2019).

6.3 Pruebas fisiologicas

6.3.1 Viabilidad con tetrazolio (V).

El andlisis estadistico no muestra diferencias significativas (p < 0.05) entre los
tamafos evaluados (Anexo 2), con un CV de 11.80 % y con una media general
de 71 % de semillas viables; sin embargo, la semillas grandes y chicas fueron
iguales estadisticamente con una V de 75.5 %, mientras que las semillas

medianas registraron una menor V de 62 %; (Figura 23).
La presencia de tincion en los tejidos de la semilla de cada tamafo, indicé que
todas tienen viabilidad, actividad metabdlica del embrion y por consecuencia la

capacidad germinativa (Figura 24a). Sin embargo, este poder, en algunas
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especies puede estar detenido por algun factor interno o externo de la semilla 'y
llegar a causar un estado de latencia o dormancia en la semilla (Flores et al.,
2006; Doria, 2010) (Figura 24b) siendo necesario la aplicacion de algan promotor
de germinacién, por tal razén previniendo esto en el presente estudio, se

aplicaron diferentes tratamientos para promover la germinacion.

En semillas de la misma especie (A. potatorum), Langlé-Argiello et al. (2017),
reportaron una viabilidad menor (66%) en semillas almacenadas durante 12
meses, por lo que, la viabilidad es un indicador de la capacidad germinativa y
puede ser afectada por el tamafio de la semillas y factores ambientales
(precipitacion, temperatura, radiacion solar y disponibilidad de agua), que
influyen en la planta madre y en la calidad de semillas que se producen como lo
refieren Elizalde et al., (2017). La viabilidad refleja, la acumulacion de nutrientes

en la semilla, detectado en su peso el cual varia dependiendo el tamafio.

Cuadro 3. Andlisis de viabilidad en semillas del maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.)
mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

Viabilidad (%)

Semillas Viables No viables
Chicas 75.56 a 24,44 b
Medianas 62.2b 37.78 a
Grandes 75.56 a 2444 b
CV 11.80 29.04

CV. Coeficiente variacion (%)
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40.001
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Figura 23. Porcentaje de viabilidad de las semillas del maguey papalomé (Agave potatorum
Zucc.).
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/‘4

Figura 24. Prueba de viabilidad por tamafio de semilla del maguey papalomé (Agave
potatorum Zucc.) mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México. a)

Semillas viables; b) Semillas no viables.

6.3.2 Germinacion estandar (GE).

Existieron diferencias altamente significativas (p < 0.01) para los parametros PN,
PA y SSG en las fuentes de variacion, dias de evaluacion, tamafos y
tratamientos, asi como en las interacciones dias por tamafios, dias por
tratamientos y tamafios por tratamientos; con CV de 43.8, 48.6 y 33.24 %, y
promedios generales de 30, 27.5 y 42.5%, respectivamente. A los 10 dds, la
semilla de A. potatorum presentd una baja germinacion con 15 % de PN, con
altos porcentajes de PA 'y SSG con 35.7 % y 48.3 %, respectivamente (Cuadro
4, Figura 25).

Cuadro 4. Germinacion estandar por tamafio de semillas de maguey papalome (Agave
potatorum Zucc.) mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México

Porcentaje (%)
10 dds 15 dds
Semillas PN PA SSG PN PA SSG
Chicas 26.19a 24.76b 50.00a 39.05b 15.24c 45.71a
Medianas 14.29b 38.57b 42.86a 47.14a 18.57c 34.29b
Grandes 4.29¢c 43.81b 51.90a 48.57a 20.48c 30.0b
dds: Dias después de la siembra; PN: Plantas normales; PA; Plantas anormales;

SSG: Semillas sin germinar.
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Figura 25. Germinacion estandar de semillas en maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.)

mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

A los 15 dds hubo un incremento hasta 45% de PN y por consiguiente una
disminucién en el resto de parametros (18% de PA y 37 % de SSG). Estos
resultados, indicaron que la prueba de viabilidad en A. potatorum, detect6
parcialmente el poder germinativo y al realizar una prueba de germinacion, se
logré evidenciar su condicion fisiolégica de latencia en la semilla (Doria, 2010),
debido a los bajos valores de germinacion y altos en PA y SSG, en ambos dias

de evaluacion.

A los 15 dds los tamafios de semilla, grande y mediana resultaron
estadisticamente iguales en PN, con los valores mas altos (48.57-47.14 %);
mientras que la semilla chica fue la mas baja con PN de 39.05 %. En PA se
presentd el mismo efecto, con un PA estadisticamente igual en las semillas
grandes y medianas de 20.48 y 18.57 %. Por el contrario, la chica result6 con el
menor PA de 15.24 %. En cuanto a las SSG la prueba de Tukey (a= 0.05)
muestra que las semillas tipo chico registraron la mayor proporcion de SSG con
45.71 %; mientras que las de tipo mediano y grande fueron iguales
estadisticamente con un SSG de 34.29 % y 30 % respectivamente.
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6.3.3 Andlisis por tratamientos

Al analizar los tratamientos como efectos independientes el ANOVA muestra que
partir de los 10 dds existieron diferencias altamente significativas (p < 0.01) en la
germinacion entre los diferentes tratamientos evaluados (r’= 0.92; CV= 29.85);
mientras que a losl5 dds este parametro junto con el tamafio de la semilla

resultaron significativos y altamente significativos (r’= 0.95; CV= 20.64) (Figura
26, Anexo 3).
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Figura 26. Germinacién por tamafios y tratamientos de las semillas de Agave potatorum.

En cuanto a la proporcion de plantas normales (PN), a partir de los 10 dds se
registraron diferencias altamente significativas (p < 0.01) entre el tipo de tamafio
de semilla (r°= 0.85; CV= 83.79) y diferencias significativas (p < 0.05) entre los

tratamientos de germinacién evaluados; sin embargo, a los 15 dds solo existieron
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diferencias altamente significativas (p < 0.01) entre tratamientos (r>= 0.86; CV=
40.70) (Anexo 3).

En las plantas anormales (PA), a los 10 dds, se registraron diferencias altamente
significativas (p <0.01) en el tamafio de las semillas y tratamiento de germinacion
(r°=0.90; CV= 37.81). A los 15 dds solo se registraron diferencias significativas
(p < 0.05) entre los tratamientos evaluados (r>= 0.90; CV= 69.92) (Anexo 3).

En cuanto a la proporcion de semillas sin germinar (SSG), se registraron
diferencias altamente significativas (p < 0.01) en los tratamientos de germinacion
evaluados (r’= 0.90; CV= 36.72). A los 15 dds se registraron diferencias
significativas (p < 0.05) en el tamafio de la semilla evaluado y diferencias
altamente significativas (p < 0.01) en los tratamientos de germinacién (r?>= 0.95;
CV= 36.69) (Figura 27) (Anexo 3).
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Figura 27. Variables de PN, PAy SSG a los 10 dds (a) y 15 dds (b).

Al analizar los resultados a los 15 dds, los tratamientos T1 y T6, fueron
estadisticamente iguales (p < 0.05) registrando los valores més altos en PN con
64.44 % y 60 % respectivamente, superando al resto de los tratamientos

evaluados, donde el T5 no registré respuesta de germinacién (Cuadro 5, Figura
28).
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La aplicacion de acido giberélico en una concentracién baja como la aplicada en
el T1 (500 ppm de AG3) ayudd a compensar la cantidad requerida de giberelinas
enddgenas del embrion de las semillas de A. potatorum, activando el proceso
germinativo, logrando romper la latencia (Brady y McCourt, 2003) registrando
una germinacion promedio del 64 % con PN, existiendo una diferencia del 13%
con respecto al tratamiento homélogo a mayor dosis de AGsy una diferencia del
18% con respecto al testigo, mostrando que esta especie tiene cierta latencia y

es necesario el uso de promotores de germinacion.

Se ha reportado que la aplicacion exdgena del acido giberélico ha sido eficiente,
por su habilidad de interrumpir estados de latencia y reemplazar la necesidad de
la luz y la temperatura, incrementando el porcentaje y tiempo de germinacion en
algunas especies de la familia Solanaceae como Nicotiana tabacum y Solanum
lycopersicum; actuando en el proceso de germinacion mediante la movilizacion

de reservas y crecimiento del embrion. (Peng y Harberd, 2002; Moreno, 2012).

Al utilizar un microorganismo promotor de crecimiento vegetal (MPCV) como
Bacillus subtilis, se generan metabolitos como auxinas, citoquininas y
giberelinas, compuestos organicos, asi como acido jasmoénico, acido salicilico y
fitoalexinas (Ramirez, 2010; Rojas-Solis et al. 2013). Asi mismo, el Bacillus
subtilis también se ha utilizado como promotor de germinacién en semillas de
tomate, para promover su crecimiento de manera directa (produccion de
fitohormonas) o indirecta (produccion de antibiéticos y metabolitos). Con Bacillus
subtilis al 75% (T6) se obtuvo la mayor efectividad en la germinacion con la
semilla mediana, obteniendo un 60 % de PN, superando al resto de los
tratamientos adicionados con este microorganismo y al testigo (T7), donde se
obtuvo una germinacién de PN de 46 %.

Sosa (2014), refiere que las micorrizas han sido utilizadas por la mayor parte de
plantas vasculares, con el objetivo de crear una alternativa en la agricultura
organica. Al ser utilizada como promotor de crecimiento, le permite a la planta
asimilar los nutrientes requeridos, a cambio de hidratos de carbono y vitaminas
para el hongo. Sin embargo, la aplicacion de Glomus intraradicens en la

germinacion de A. potatorum no mostré ningun efecto, en ninguna de las
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concentraciones aplicadas, como lo reportado por Ruiz-Ramirez (2021), al
inocularlo en germinacion de especies horticolas, el cual tampoco dio un
resultado positivo ante este promotor de germinacion. En este caso las semillas
de A. Potatorum reaccionaron mejor en la solucion de AGs, debido a que le ayudo

a romper el porcentaje de latencia que pudieron tener las semillas.

Cuadro 5. Germinacion, longitud de radicula e hipocétilo por tratamiento en maguey papalomé
(Agave potatorum Zucc.) mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

10 dds 15 dds
Variables PN PA SSG PN PA SSG
T1 22.22a 44.44a 33.33d 64.442 18.89¢c 15.56d
T2 12.22b 43.33a 38.89d 51.11b 13.33d 35.56b
T3 8.89c 38.89b 53.33b 44.44c 32.22a 23.33c
T4 17.78b 37.78b 44.44c 47.78c 26.67b 25.56¢
T5 od Oc 100a od Oe 100a
T6 28.89a 43.33a 31.11d 602 13.33d 26.67c
T7 14.44b 42.22a 36.67d 46.67c 22.22b 30b
Ccv 86.73 37.81 36.72 40.7 4.64 36.69
EE +4.46 +4.65 +6.1 +6.09 +4.64 +4.48

Figura 28. Germinacién por tratamiento en semillas del maguey papalome (Agave potatorum
Zucc.) mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México. T1 = 500 ppm de
acido giberélico (AGs). T2 = 1000 ppm de acido giberélico (AGz); T3 = 50% inoculacion de
micorriza (Glomus intraradicens); T4 = 100% inoculacién de micorriza (Glomus intraradicens); T5
= 25% inoculacion Bacillus subtilis; T6 = 75% inoculacion Bacillus subtilis; T7 = Testigo con agua
destilada.
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6.4 Andlisis de variables dependientes in vitro y ex vitro

El analisis de varianza muestra diferencias altamente significativas (p < 0.01)
entre el tipo de condicion de incubacion (Cl), en las repeticiones evaluadas, en
la interaccion ClI por tipo de luz (TL) y entre el TL por repeticion (RP) en longitud
de hipocotilo (Lh), longitud de raiz (Lr) y peso fresco (Pf). EI ANOVA, mostro
diferencias altamente significativas (p < 0.01), entre el TL, en la interaccion Cl

por TL y en la interaccion TL por RP (Anexo 8).

Longitud de hipocotilo (Lh). Independiente del TL en la condicion ex vitro se
obtienen los valores mas altos en Lh con un promedio de 6.54 cm. En la
interaccion ClI por tipo de luz (TL) la germinacion ex vitro en luz roja y azul, son
estadisticamente iguales, registrando los valores mas altos en Lh, siendo de 7
cmy 6.79 cm respectivamente. En condiciones in vitro, con estos mismos tipos

de luz, se obtienen los valores menores en Lh (Figura 29).

Longitud de raiz (Lr), en la condicién in vitro, se obtiene mayor Lr con 2.53 cm,
siendo la luz blanca en donde se obtiene los mayores promedios (Lr= 2.41 cm),
este tipo de luz supera al Lr, obtenida con luz azul y roja. En la CI ex vitro por

tipo de luz se obtienen los valores menores en Lr (Figura 29).

Numero de hojas por planta (Nh). Independientemente de la Cl la luz blanca y
azul, tienen un efecto positivo en el Nh. En la condicién ex vitro e in vitro la luz
blanca, tiene un mayor efecto en Nh, registrando 1.85 hojas por planta. El menor

efecto en Nh se obtuvo con la luz roja (Figura 29).

Peso fresco (Pf). En la Cl in vitro se obtuvo el mayor Pf, con un 0.18 g por planta.
Independientemente del ClI, en la luz blanca se obtuvo el mayor Pf (0.19 g),
mientras que el Pf por planta con la luz azul y roja, fueron estadisticamente
iguales con un Pf de 0.15 g y 0.13 g respectivamente.

En la CI in vitro, la luz blanca tiene mayor influencia en el Pf de la planta,
registrando en la prueba de medias un Pf de 0.24 g, superando en 10 % al

registro de Pf, obtenido en el CI ex vitro. Independientemente de la Cl, la luz roja
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y azul registraron un Pf menor, estadisticamente igual, con un Pf de 0.15 g
(Figura 29).
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Figura 29. Variables dependientes in vitro y ex vitro.

6.5 Germinacién in vitro

La luz es una fuente indispensable de energia para la actividad fotosintética de
las plantas, para su crecimiento y desarrollo. Gracias a las caracteristicas que
poseen los diferentes emisores de luz LEDs, las plantas son capaces de
responder l1a la intensidad y al color de las luces, influyendo sobre los caracteres
morfolégicos y los procesos fisiolégicos (Zhang y Folta, 2012; Paniagua-Pardo,
2015); sin embargo, en el ANOVA, no se encontraron diferencias significativas
(p <0.05) en los tipos de luz evaluados (r>= 0.52; CV=12.13) a los 30 dds (Anexo
5).

En la prueba de comparacion de medias, de acuerdo a los valores obtenidos en
la germinacién in vitro de semillas de A. potatorum, se observa que las semillas
qgue recibieron la iluminacion en las longitudes de onda del espectro azul,
obtuvieron el valor mas alto con el 83 % de germinacion, a diferencia de las que
fueron incubadas en la luz roja con 68 %, o bien las que recibieron luz blanca
con 62 % (Figura 30). Hay varios estudios donde se menciona la utilizacion de
luces LED, como reporté Johkan et al. (2010) que LEDs azules promovieron el

crecimiento de plantulas de lechuga. La luz azul absorbe los criptocromos
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(Fotorreceptores sensibles a la luz azul), que se ven reflejados en la morfologia
de la planta, ayudan al desarrollo de las hojas e inhiben la elongacién del tallo.

100.00+1
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b
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Cc
50.001
25.001
0.00 T

Blanca Azul Roja
Luz

Porcentaje (%)

Figura 30. Porcentaje de germinacion in vitro de A. potatorum Zucc., por tipo de luz

El ANOVA, muestra que en las variables de Lh, Lr, Nh y Pf, se presentaron
diferencias altamente significativas (p < 0.01), en las repeticiones evaluadas vy.
en el tipo de luz en Pf (Anexo 6). En la comparacion de medias, si presentaron
diferencias, siendo la luz blanca el que predomina en todas las variables (Lh:
4.97 cm; Lr: 2.90 cm; Nh: 1.83 %; Pf: 0.24 g), seguido de la luz azul (Figura 31y
32). De acuerdo con Gonzales-Olivo (2019), en la evaluacion del crecimiento de
Amaranthus caudatus por diferentes longitudes de onda, se obtuvo un mayor
crecimiento bajo la influencia de la luz azul, que en la luz roja; asi como lo
reportado por Marin (2016), en la germinacion de orquidea (Encyclia sp), en
donde mostrdé mayor porcentaje de germinacién, sin embargo, estadisticamente
no hubo diferencias significativas. En este estudio también se present6 el mismo
efecto, aunque en estudios se ha demostrado que la luz roja, ayuda a la
elongacién de las plantas y la luz azul inhibe su crecimiento, la diferencia que
hubo entre las luces, pudo deberse a factores como la baja intensidad luminica

gue se presento en la luz roja y el entorno de incubacion, puesto que compartia
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el espacio junto con la luz azul y la luz blanca (Berkovich et. al., 2017; Mendoza
et al., 2021).
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Figura 31. Longitud de hoja y radicula A. potatorum.
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Figura 32. a: nimero de hojas por planta; b: peso de la planta del A. potatorum.
6.6 Germinacién ex vitro
Los resultados obtenidos en el ANOVA, en la prueba de Tukey (o= 0.05),

muestra que no hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), en las
repeticiones evaluadas (r’= 0.30; CV= 11.65) (Anexo 5).
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En las pruebas de comparacion de medias se encontraron que la luz blanca
registré un mayor porcentaje de germinacion (81 %), que la luz roja y azul (77 y
75%) (Figura 33). Un resultado similar con lo que obtuvo Sanchez-Mendoza et
al., 2019, quien registré que la luz roja presenté mayor porcentaje de germinacion
en semilla de la misma especie, que la luz azul. También concuerda con
resultados de otras especies bajo efectos de las luces LED, como en semillas de
champa (Campomanesia lineatifolia) (Porras-Merchan et. al. 2020) que obtuvo

mayor porcentaje de germinacion bajo la influencia de la luz roja que azul.
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Figura 33. Porcentaje de germinacion ex vitro de A. potatorum Zucc., por tipo de luz.

Las variables evaluadas mostraron que la Lh logré un mayor porcentaje (6.99 %)
bajo la luz roja, mientras que, en la Lr, obtuvo mayor longitud en la luz blanca
(.89 cm), en el Nh, aunque en la luz blanca fue mayor (1.86 %),
estadisticamente fueron iguales en luz blanca y azul, y la variable de Pf, se vio
favorecida ante la luz azul (0.15 g) (Figura 34 y 35). En la variable de Lh, hay
diferencia significativa (p < 0.05) en las repeticiones, mientras que, en la Lr,
existio diferencias altamente significativas (p < 0.01) en la luz y en las
repeticiones, en cuanto al Nh solo existe diferencias altamente significativas (p <
0.01) en el tipo de luz evaluado y en el peso fresco de la plantula, mostré
diferencias altamente significativas (p < 0.01) en las repeticiones (Anexo 7)
(Berkovich et al., 2017; Mendoza et al., 2021).

52



Gracias a los receptores de luz roja (fitocromos), las plantas tienden a elongarse
mas, mientras que los fotorreceptores que absorbe la luz azul (Criptocromos y

fototropinas), se les asocia mas a tener una menor altura y cobertura en las

plantas.
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Figura 34. Longitud de hoja y radicula, del A. potatorum Zucc.
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Figura 35. a: Numero de hojas por planta; b: peso de la planta del A. potatorum Zucc.
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Con base a estas pruebas, podemos atribuir que las semillas son positivamente
fotoblasticas y que los resultados obtenidos crean un antecedente para futuras
investigaciones tanto en A. potatorum como en otras especies de agaves.
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VII.  CONCLUSIONES

Se logré establecer los parametros de calidad fisica y fisioldgica de la semilla del
maguey papalomé (A. potatorum), de acuerdo a los estandares del sector de
certificacion establecidos por el Servicio Nacional de inspeccién y Certificacion
de Semillas (SNICS) y del International Seed Testing Association (ISTA). Estas
pruebas, también permitieron caracterizar el tamafio de las semillas. A mayor
tamafio mayor peso de mil semillas y menor peso volumétrico. Un tamafio medio
es el sugerido como seleccion para propoésitos de propagacion de esta especie.
En calidad fisiolégica, los tamafios de semilla chica y grande presentan mayores
valores de viabilidad, detectando latencia en la prueba de germinacion.

Es necesario aplicar tratamientos para promover la germinacion con Acido
giberélico o con microorganismos promotores de crecimiento vegetal como
Bacillus subtillis, que incrementan la germinacion en mas del 60%.

La germinacion ex vitro e in vitro es viable para A. potatorum, destacando como
ventajas que en la condicion in vitro se pueden obtener vitro plantas libres de
patdgenos, el tiempo de germinacidén es menor y las plantas crecen en ambientes
controlados, lo que permite estrategias de micropropagacion.

La aplicacion de diferentes longitudes de onda emitido por las lamparas LED son
elemento clave en el proceso de germinacién y formacion de las primeras
estructuras morfolégicas (raiz y hipocotilo) de la planta; siendo la luz azul quien
presento un mayor resultado en la germinacion in vitro y la luz blanca en
germinacion ex vitro.

Es relevante generar informacién de las diferentes etapas de crecimiento y
desarrollo de Agave potatorum debido a que su principal forma de reproduccién
es la via sexual y conocer los factores involucrados favorece el manejo de la

especie tanto con fines productivos como de conservacion.

VIll.  RECOMENDACIONES

Para el establecimiento in vitro y ex vitro de las semillas se deben de considerar
contar con espacios adecuados para la incubacion y control de la intensidad de

luz emitida por las lamparas.
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Cuadrados medios del ANOVA y nivel de significancia para las variables morfoldgicas
en la semilla de maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.) Mpio. San Miguel Piedras del distrito
de Nochixtlan, Oaxaca, México.

FV GL Largo Ancho
Tamafio 2 0.81* 1.17**
Repeticion 2 0 0

Error 27 0.23 0.05
C.V. 9.46 6.13

GL: Grados de libertad

Anexo 2. Cuadrados medios del ANOVA vy nivel de significancia para las pruebas fisicas y
fisiolégicas de la semilla de maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.) Mpio. San Miguel
Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

Y GL PS PMS PV \Y
Tamairio 2 1.91ns 8.21*** 104.47*** 177.69ns
Repeticion 2 0 0.05 0.25 14.83
Error 0 0.23 0.04 0.70 70.37
C.V. 0.0 2.40 3.39 11.80

C.V: Coeficiente de variacion; GL: Grados de libertad; PS: Andlisis de pureza; PMS: Peso de mil
semillas; PV: Peso volumétrico; V: Viabilidad con tetrazolio.

Anexo 3. Cuadrados medios del ANOVA y nivel de significancia para la prueba de germinacion

estandar a los 10 dds y 15 dds de maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.)

GE
10 dds 15 dds

FV G | GE PN PA SSG GE PN PA SSG

L
Tamano | 2 120.6 | 2525.4 2033.3 477.78 1258.7 553.97 147.6 | 1385.7

3!’]5 0*** 3*** 3** 2 1**

Tratami | 6 | 5069. | 784.66* | 2286.7 | 5184.6* | 7265.6 | 4014.2 | 995.2 | 7355.5
ento 84 *%% * 7*** **6 l*** 9*** 4** 6***
Repetici | 2 211.1 | 144.44 33.33 144.44 268.25 173.02 90.48 | 357.14
on 1
Error 5 | 228.3 | 156.29 | 182.34 | 313.89 | 169.25 | 334.33 | 194.0 | 1895.8

2 |7 5 6
C.V. 29.85 | 83.79 37.81 36.72 20.64 40.70 69.92 | 36.69

C.V: Coeficiente de variacion; GL: Grados de libertad; GE: Germinacion estandar; PN: Plantas
normales; PA: Plantas anormales; SSG: Semilla sin germinar; dds: dias después de la siembra.
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Anexo 4. Cuadrados medios del ANOVA y nivel de significancia para las pruebas fisiolégicas
(variables de longitud de hipocétilo y radicula) de la semilla de maguey papalomé (Agave
potatorum Zucc.) Mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

10 dds 15 dds
FV GL |Lh Lr Lh Lr
Tamairio 2 157.11 65.79 761.42 1363.13
Tratamiento 5 151.02 65.59 119.94 1017.48
Repeticion 2 23.94 22.99 257.96 222.32
Error 81 79.78 79.92 192.90 212.89
C.V. 36.03 50.25 36.70 58.17

GL: Grados de libertad; Lh: Longitud de hipocoétilo; Lr: Longitud de radicula; dds: dias después
de la siembra; CV: Coeficiente de variacion.

Anexo 5. Cuadrados medios del ANOVA y nivel de significancia para el porcentaje de
germinacion in vitro y ex vitro en diferentes tipos de luz de la semilla de maguey papalomé (Agave

potatorum Zucc.) Mpio. San Miguel Piedras del distrito de Nochixtlan, Oaxaca, México.

Germinacion In Germinacion ex
vitro vitro
FVv GL G (%) G (%)
Luz 2 332.62 27.08
Repeticion 2 147.46 43.75
Error 4 75.42 83.33
C.V. 12.13 11.65

GL: Grados de libertad; G: Germinacion; CV: Coeficiente de variacion.

Anexo 6. Cuadrados medios del ANOVA y nivel de significancia para las variables germinadas
in vitro: longitud de hipocétilo (Lh) y radicula (Lr), nimero de hojas (Nh) y peso fresco (Pf) de la
plantula de maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.) Mpio. San Miguel Piedras del distrito de
Nochixtlan, Oaxaca, México.

In vitro
FVv GL |Lh Lr Nh Pf
Luz 2 3.86 5.31 0.79 0.09***
Repeticion 2 26.40%** 33.07*** 7.53%** 0.26***
Error 111 | 2.91 2.10 0.37 0.01
C.V. 37.14 56.35 36.78 60.87

GL: Grados de libertad; Lh: Longitud de hipocétilo; Lr: Longitud de radicula; Nh: Numero de hojas
por planta; Pf: Peso fresco; dds: dias después de la siembra; CV: Coeficiente de variacion.
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Anexo 7. Cuadrados medios del ANOVA vy nivel de significancia para las variables germinadas
ex vitro: longitud de hipocétilo (Lh) y radicula (Lr), nGmero de hojas (Nh) y peso fresco (Pf) de la
plantula de maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.) Mpio. San Miguel Piedras del distrito de

Nochixtlan, Oaxaca, México.

Ex vitro
FVv GL |Lh Lr Nh Pf
Luz 2 7.54 6.21*** 14.66*** 0.02
Repeticion 2 45.28** 32.81*** 0.27 0.15%**
Error 277 | 8.61 0.42 0.14 3.1E-03
C.V. 43.52 40.51 22.77 40.09

GL: Grados de libertad; Lh: Longitud de hipocétilo; Lr: Longitud de radicula; Nh: Numero de hojas

por planta; Pf: Peso fresco; dds: dias después de la siembra; CV: Coeficiente de variacion.

Anexo 8. Cuadrados medios del ANOVA vy nivel de significancia para el porcentaje de las
variables Lh, Lr, Nh y Pf de la germinacion in vitro y ex vitro en diferentes tipos de luz de la semilla
de maguey papalomé (Agave potatorum Zucc.) Mpio. San Miguel Piedras del distrito de

Nochixtlan, Oaxaca, México.

In vitro y ex vitro
FV GL |Lh Lr Nh Pf
Cl 1 305.05*** 71.63*** 10.18 0.13***
TL 2 1.62 9.34*** 7.11%x* 0.07***
Repeticion 2 38.03*** 44.92%** | 4.12%* 0.09***
Cl*TL 2 24 .57*** 1.48 2.38*** 0.08***
Cl*RP 2 15.62** 20.69*** | 6.75*** 0.37***
TL*RP 4 15.34*** 1.12 1.21%** 0.02**
Error 384 | 2.32 0.90 0.19 0.01
C.V. 25.50 50.29 26.91 48.48

GL: Grados de libertad; Lh: Longitud de hipocétilo; Lr: Longitud de radicula; Nh: Numero de hojas
por planta; Pf: Peso fresco; dds: dias después de la siembra; Cl: Condicién de incubacién; TL:

Tipo de luz; RP: Repeticiones; CV: Coeficiente de variacion.
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