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RESUMEN

Agave americana L. se utiliza para la elaboracion del licor comiteco; esta especie
de agave se propaga muy poco, por lo que es necesaria su reproduccién. Una

técnica es por escarificacion de semillas, mostrando niveles altos de germinacion.

El objetivo del trabajo fue evaluar diferentes técnicas de escarificacion de semillas
para aumentar el porcentaje de germinacién y obtener plantulas de Agave
americana L.; utilizando el disefio experimental “Categorico individual” para los
tratamientos con peroxido de hidrégeno, con tres diferentes concentraciones (50,
75, 100% v/v) y tres tiempos de inmersion (5, 10, 15 min), alcohol etilico 96° Gl,
(100% v/v), con tres tiempos de inmersion (30, 60, 90 min), y “Distribucién de las
unidades exponencial en forma de bloques al azar” para el tratamiento con acido
sulfurico, con tres diferentes concentraciones (25, 62, 98% v/v), aplicando tres
tiempos de inmersion (15, 30, 60 min).

Adicionalmente se valor6 el cultivo in vitro de embriones cigéticos como alternativa
para la propagacion de Agave americana L.

Con la escarificacion de semillas con peroxido de hidrégeno se alcanzo una
germinacion del 70%. En menor porcentaje de germinacion, con el acido sulfdrico
es del 22.45% y 6.6% con alcohol etilico 96° GI, debido a que el proceso de
escarificacion que se aplico en la semilla afecto la integridad del embridn. Es
necesario optimizar la técnica de escarificacion de semillas con peroxido de
hidrogeno al 75% por 5 minutos de inmersion, alcanzando una alta tasa de
germinacién de semillas de Agave americana L., logrando reproducir la planta
para su cultivo inmediato; y obtener mayor nimero de plantas para la produccién

de licor comiteco.

Palabras claves: Escarificacion, Germinacion, Semilla, Agave americana L.




CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION

Por varias décadas el mejoramiento y la propagacion convencional han contribuido
significativamente en el mejoramiento genético de plantas, sin embargo,
actualmente uno de los principales retos que se tienen, es la necesidad de
incrementar la productividad por un lado y por otro el disminuir los costos de
produccion, por lo tanto en éste sentido el uso de herramientas biotecnoldgicas es

una alternativa viable para resolver estos retos (Mondal et al., 2004).

La propagacion de plantas es una ocupacion basica de la humanidad y esta dada
en gran parte sobre la habilidad del hombre para propagar y cultivar clases
especificas de plantas que puedan ser usadas para proporcionarle proteccion,
alimento, vestido, recreo y satisfacciones estéticas (Hartman & Kester, 1975). Se
puede decir que se trata de un tipo de reproduccion de plantas controlada por el
hombre para perpetuar individuos escogidos o grupos de plantas que tienen para

el un valor especifico.

Los agaves son plantas perennes, rizomatosas, frecuentemente propagadas por
hijuelos, con raices duras y fibrosas; ademas cuentan con un tallo grueso muy
corto. Sus hojas son grandes, suculentas-fibrosas que terminan en una espina y
gue estan dispuestas en roseta, los margenes de las hojas presentan pequefas
espinas en forma de gancho o rectas. Las semillas son planas y negras. Los
agaves son semélparos, esto es que solo tienen una floracién durante su ciclo de

vida, al cabo de la cual la planta muere (Guerrero et al., 2006).

Las partes mas comunmente utilizadas del agave como fuente de alimento son los
tallos y las bases de las hojas, las cuales son ricas en carbohidratos, de ellas es
extraido un liquido rico en azucares principalmente fructosa, con el cual se

producen diferentes bebidas como “el aguamiel” que es consumido directamente

:



en fresco sin llevarse a cabo proceso alguno de transformacion microbiana, a
diferencia del pulque, que es producto de la fermentacién del aguamiel, ademas
se producen algunos otros destilados como lo son el “bacanora”, “el mezcal” y “el
tequila” (Arizaga & Ezcurra., 2002). Asi mismo se obtienen fibras resistentes a
partir de las hojas de agaves, siendo los principales el henequén y el sisal que son

muy utilizadas en la industria textil.

El Agave americana L. también se puede utilizar para la reforestacion de suelos
deteriorados y aridos, ya que crece optimamente en suelos secos y arenosos. La
tasa de multiplicacion de esta planta es muy baja, por lo general produce entre 8 y
10 plantulas hijas durante su ciclo de vida sexual, para la propagacion por semilla
requiere un periodo de 12 a 15 afios es cuando se da su floracion, lo que hace
poco factible cualquier programa acelerado para la reproduccion. Un protocolo de
cultivo de tejidos vegetales es necesario por dos razones: Un sistema eficiente de
propagacion y la mejora genética. Este estudio evalué un conjunto de protocolos
gue permiten llegar a una rapida y barata propagacion de Agave americana L.; las
semillas fueron evaluadas para la formacion de embriones in vitro y la tasa de

germinacioén en el invernadero.

Utilizando un disefio experimental “Categérico individual” para los tratamientos con
peroxido de hidrégeno, alcohol etilico 96° GI, y el disefio “Distribucién de las
unidades exponencial en forma de bloques al azar” para el tratamiento con acido
sulfurico, todos con tiempos y concentraciones de inmersion diferentes. Para
acelerar y obtener una alta tasa de germinacion de las semillas de Agave

americana L.




1.2 JUSTIFICACION

La produccién del licor comiteco tiene una ligero cambio en su produccion a su
aspecto y sabor; al tener estos cambios organolépticos se ve preocupante porque
se obtienen estos cambios, haciendo un estudio afondo se encontré6 que en la
region del municipio de Comitan existen dos especies de agaves; Agave
americana L. y Agave salmiana (Garcia, 2010).

La problemética es que el Agave americana L. existe una poblacion del 20% y
para el Agave salmiana existe en un 80%. La propagacion de Agave americana L.
se obtiene mediante hijuelos, porque la germinacion de la semilla de Agave tarda
alrededor de 40 dias en germinar y a veces es nula. La homogeneidad con la que
se genera con la propagacion asexual propicia mayor susceptibilidad al ataque de
plagas y enfermedades del agave (Velenzuela & Nabhan, 2003). Esto muestra la
necesidad de aumentar la propagacion por semillas (Aguirre et al., 2001).

La estructura de la semilla es dura y esta formada por una capa externa de
cuticula. Esta caracteristica le confiere a la testa cierto grado de impermeabilidad
al agua y a los gases. Ello le permite ejercer una influencia reguladora sobre el

metabolismo y crecimiento de la semilla. (Bewley & Black, 1982)

Algunos aspectos fisioldgicos, y bioquimicos como el contenido de prolina parecen
modificarse de acuerdo a la capacidad de tolerancia a las caracteriscas
ambientales donde se distribuye. La germinacion de la especie adaptada al clima
arido o semiarido, adopta una tolerancia a la sequia aun en condiciones de
humedad baja (Sadeghian & Yavari., 2004), incluso en condiciones de humedad

elevada, en algunos casos, la inhiben (Tsougkrianis et al., 2009).

Para una propagacion de plantas de Agave americana L. es conveniente realizar
un proceso de escarificacidn que ayuda a desgastar la testa gruesa de la semilla 'y
evita que segregue la accion de la prolina. Donde se platea escarificar la semilla

con métodos de escarificacion que ha dado resultados 6ptimos. (Nava et al., 2010)




Nos muestra el efecto de escarificacion de la semilla de Lupinus campestris,
donde el tratamiento con acido sulfurico por 90 minutos logra romper eficazmente
la latencia en la semilla, mostro un rango de porcentaje de germinacion entre el 50
y 64%. (Bailly et al., 2008). El peréxido de hidrogeno ayuda a facilitar de la
germinaciéon de Hordeum vulgare porque sirve como acelerador en los procesos
metabdlicos de la semilla y asi rompe mas rapido al testa de la semilla y aumente

su germinacion en menor tiempo hasta un 70 y 80%.




1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1. Objetivo general
Evaluar diferentes técnicas de escarificacion de semillas y de cultivo de embriones
cigoticos para obtener plantulas de Agave americana L.

1.3.2. Objetivos especificos
e Determinar el efecto del perdxido de hidrégeno, alcohol etilico y acido sulfarico

como técnicas de escarificacion sobre el porcentaje de germinacion de
semillas de Agave americana L.

e Evaluar el efecto de cultivo de embriones cig6ticos con semillas escarificadas
con peroxido de hidrogeno, alcohol etilico y acido sulfurico, como estrategia
para obtener vitro plantulas de Agave americana L.

e Optimizar la concentracion y el tiempo para maximizar la germinacion de la

semilla de Agave americana L., en la inmersion con peroxido de hidrégeno.




1.4 CARACTERIZACION DEL AREA EN QUE PARTICIPO

1.4.1. Historia del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez
En la década de los 70’s, se incorpora el estado de Chiapas al movimiento

educativo nacional extension educativa, por intervencion del Gobierno del Estado
de Chiapas ante la federacion. Esta gestidén dio origen a la creacién del Instituto
Tecnolégico Regional de Tuxtla Gutiérrez, hoy Instituto Tecnolégico de Tuxtla
Gutiérrez (ITTG).

El dia 23 de agosto de 1971 el Gobernador del Estado, Dr. Manuel Velasco
Suarez, coloco la primera piedra de lo que muy pronto seria el Centro Educativo

de nivel medio superior mas importante de la entidad.

El dia 22 de octubre de 1972, con una infraestructura de 2 edificios con 8 aulas, 2
laboratorios y un edificio para talleres abre sus puertas el Instituto Tecnolégico de
Tuxtla Gutiérrez con las carreras de Técnico en Maquinas de Combustion Interna,

Electricidad, Laboratorista Quimico y Maquinas y Herramientas.

En el aflo 1974 dio inicio la modalidad en el nivel superior, ofreciendo las carreras

de Ingenieria Industrial en Producciéon y Bioguimica en Productos Naturales.

En 1980 se amplid la oferta educativa al incorporarse las carreras de Ingenieria

Industrial Eléctrica e Ingenieria Industrial Quimica.

En 1987 se abre la carrera de Ingenieria en Electronica y se liquidan en 1989 las
carreras del sistema abierto del nivel medio superior y en el nivel superior se
reoriento la oferta en la carrera de Ingenieria Industrial Eléctrica y se inicia también
Ingenieria Mecanica. En 1991 surge la licenciatura en Ingenieria en Sistemas

Computacionales.

En 1998 se establecio el programa interinstitucional de postgrado con la
Universidad Autbnoma de Chiapas para impartir en el Instituto Tecnologico la

Maestria en Biotecnologia.

[ —




A partir de 2000 se abrio también la Especializacion en Biotecnologia Vegetal y un
afio después dio inicio el programa de Maestria en Ciencias en Ingenieria

Bioquimica y la Licenciatura en Informética.

1.4.2. Misién
Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia

y la tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a

los valores éticos.

1.4.3. Visién
Ser una institucion de excelencia en la educacién superior tecnoldgica del sureste,

comprometida con el desarrollo socioeconémico sustentable de la region.

1.4.4. Valores
e El ser humano.

e El espiritu de servicio.
e Elliderazgo.

e Eltrabajo en Equipo.
e La calidad.

e El alto Desemperio.

¢ Respeto al Medio Ambiente.




1.4.5. Ubicacién
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Figura 1: Ubicacion del Instituto tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez Fuente: Google
maps, 2013

las instalaciones del Instituto

El presente trabajo fue realizado dentro de
Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez, mayoritariamente en el area del edificio Z en el

laboratorio de tejido vegetal, en donde se realizaron todas las pruebas sobre la
evaluacion del porcentaje de germinacion y propagacion de callos con excepcion
del experimento de germinacion en tierra el cual se llevo a cabo en el invernadero

dentro de las instalaciones del instituto tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez.



https://www.google.com/url?sa=D&oi=plus&q=https://maps.google.com.mx/maps?expflags%3Denable_star_based_justifications:true%26ie%3DUTF8%26cid%3D8814197730470770786%26q%3DInstituto%2BTecnol%25C3%25B3gico%2Bde%2BTuxtla%2BGuit%25C3%25A9rrez%26iwloc%3DA%26gl%3DMX%26hl%3Des

1.5 PROBLEMAS A RESOLVER

Conocer la viabilidad de la semilla de Agave americana L. para su germinacion

con las técnicas de escarificacion quimica.

Se desconoce si las técnicas de escarificacion quimica que han dado buen
resultado en otras semillas servirdn para aumentar el porcentaje de germinacion

de las semillas de Agave americana L.

Para aumentar el cultivo de embriones cig6ticos, es necesario evaluar cual de las
técnicas de escarificacion maximizan el porcentaje de embriones y no afecten al

obtener vitro plantulas.

Al utilizar acido sulfurico, peroxido de hidrogeno y alcohol etilico 96° Gl, para el
escarificado de la semilla, podria afectar la germinacion penetrando al embrion y
destruyéndolo por completo, por eso necesario optimizar la concentracion y tiempo
de inmersion de la semilla de Agave americana L., por medio de un disefio o
técnica experimental utilizando el programa STATGRAPHICS CENTURION XV.




1.6 ALCANCES Y LIMITACIONES

Alcances.

Se logré determinar el porcentaje de germinacion de Agave americana L.
sexual (via semilla), usando tres técnicas de escarificacion quimica.

Se conocid que de las tres técnicas de escarificacidn, el es mas adecuado
para la semilla de Agave americana L. es la técnica con peréxido de
hidrégeno.

Se determiné que concentracion y tiempo inmersion es el mas adecuado
para una escarificacién con peréxido de hidrogeno para tener una mayor

germinacion de la semilla de Agave americana L.

Limitaciones.

No conocer la longevidad de la semilla, si se mantuvo viable antes de ser
usada para el proceso de escarificacion, dando como resultado semillas
estériles.

En la obtencidon del embrion de la semilla de Agave americana L. con la
técnica utilizada para la escarificacion de la semilla con acido sulfarico, es
importante conocer la concentracion y el tiempo de inmersion en la semilla,
para tener un escarificado adecuado y no logre penetrar el tegmen de la

semilla destruyendo al embrion.




CAPITULO Il. MARCO DE REFERENCIA

2.1 El agave

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.
Mesoamérica y Aridoamérica, han sido escenario del origen y evolucién del
maguey. En ambas regiones esta planta ha sido utilizada, desde los primeros
pobladores hasta la actualidad, para satisfacer y complementar una serie de
necesidades béasicas como alimento, forraje, medicamentos y construccién, entre
otros (Granados, 1993).

La palabra Agave proviene de la raiz griega que significa “admirable” y describe no
s6lo su rara apariencia sino también su longitud y floracion que ocurre sélo una
vez en el ciclo de vida de la planta para después morir. Las culturas prehispanicas
utilizaron los magueyes de manera integral desde las raices hasta las semillas,

recibiendo cada 6rgano un nombre especial.

Los agaves son plantas perennes, rizomatosas, frecuentemente propagadas por
hijuelos, con raices duras y fibrosas; ademas cuentan con un tallo grueso muy
corto. Sus hojas son grandes, suculentas-fibrosas que terminan en una espina y
gue estan dispuestas en roseta, los margenes de las hojas presentan pequefas
espinas en forma de gancho o rectas. Las inflorescencias son bracteadas,
escamosas y racemosas o paniculadas. Ocasionalmente presentan bulbillos en la
inflorescencia. Las semillas son planas y negras Figura 2. Los agaves son
semeélparos, esto es que solo tienen una floracién durante su ciclo de vida, al cabo

de la cual la planta muere. (Guerrero et al., 2006).




e g
/ -
Frutos Q%«ﬁl‘ ———e Flores
>0
Escapo =< = LY Bulbillos
' P 0 ¢ {Brotes
: = vegetativos
i' Pedencilio SSreos)
.

\\W s
¥z WY ‘( NYE

Paniculado Espiculado’ © s '#".‘ W’
/ , o ' ’d
.

«

¢
Brote basal Rizoma Brotes del rizoma

Tipo de
inflorescencia

Propagulos a nivel terrestre

Figura 2. Morfologia del agave (Arizaga & Ezcurra., 2002)

Los agaves forman parte del subreino de plantas vasculares, aquellas que
contienen tejido conductivo para transportar componente organicos dentro de la
planta, denominadas algunas veces con el estatus divisional de plantas vasculares
o traquedfitas (Nobel, 1988). Uno de los grupos de las plantas vasculares es
conocido como angiospermas, es decir plantas que producen flores (Nobel, 1988).
De estas monocotiledoneas y dicotiledoneas (Torrentera, 2000). Estos grupos se
clasifican segun el numero de cotiledones u hojas iniciales producidas por el
embrion de una semilla (Nobel, 1988); el orden las monocotiledéneas, esta
constituido por varias familias de plantas no lefiosas (Sanchez et al., 2005) como

el zacate, los lirios y los agaves (Torrentera, 2000).

2.2 Caracteristicas taxondémicas del Agave americana L.

La familia Agavaceae con nueve géneros y 330 especies, es endémica de
América; se distribuye desde los limites entre Canada y Estados Unidos hasta

Bolivia, incluyendo las islas del Caribe. El centro de mayor riqueza y diversidad del




género Agave se encuentra en México, donde se identificaron 251 especies, 76%
de las descritas en el mundo, de las cuales 177 son endémicas, lo que
corresponde al 70% (Garcia, 2004). Los estados en los que se encuentran
representados al menos seis géneros de Agave son Oaxaca, Jalisco, Puebla y

Querétaro, siendo Oaxaca el estado mas rico con 58 especies (Garcia, 2004).

Biotipo: herbacea, angiosperma, monocotiledénea (o clase Liliopsida).
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Lilidae

Orden: Asparagales

Familia: Agavaceae

Subfamilia: Agavoideae

Género: Agave

Especie: Agave americana L.

Se reconoce por la siguiente combinacion de caracteres morfoldgicos.

Rosetas hasta 2 m de alto, 2.5-3.0 m de diametro. Hojas 1.5-2.0 m de largo, 15-25
cm de ancho, lanceoladas a algo espatuladas, erectas o algo recurvadas,
acanaladas en el haz, glaucas, superficie ligeramente aspera, margen ondulado a
crenado; dientes sobre mamilas, en la parte media de 0.5-1.0 cm de largo, 0.6-1.2
cm de ancho, rectos o recurvados; espina terminal 3.5-4.0 cm de largo.
Inflorescencia paniculada, laxa, 6-9 m alto, contorno general ovalado, fértil desde
la mitad o el tercio superior, ramas primarias 20-35, 1-1.2 m largo; peddnculo
verde-glauco, bracteas del pedunculo 30-60 cm largo, base hasta 10 cm ancho,
triangulares, cactaceas, margen entero, espina 1-1.5 mm largo. Flores 6-7.5 cm
largo, hipocrateriformes, verde-amarillentas; tépalos 2.5-3.5 cm largo, oblongos,
gruesos, tubo del perigonio 1-1.5 cm largo, ovario 2.5-3 cm largo, cuello 2-5 mm;
estambres con filamentos 5.5-8.0 cm largo, insertos en la parte media del tubo.
C4psulas 4.0-5.5 cm largo, 2.0-2.5 cm ancho; semillas 9-10 mm largo, 7-8 mm

ancho, negras (Figura 3 y 4) (Gentry, 1982).




Figura 3. Plantas de Agave americana de la region de Comitan, Chiapas (Gentry,
1982).

Figura 4. Morfologia vegetativa y reproductiva de Agave americana L. en la region
de Comitan, Chiapas (Gentry, 1982).




2.2.1 Caracteriscas de monocotiledoneas.
Las plantas monocotiledoneas constituyen uno de los dos grandes grupos de las
angiospermas (Figura 5), o plantas con flor. El otro gran grupo est4 formado por
las dicotiledbéneas, que se diferencian de las primeras en diversos aspectos desde

el momento en que el embrién comienza a formarse en la semilla.

Como se afirma desde el Museo de Paleontologia de la Universidad de California,
el factor que determina que una planta sea monocotiledénea o dicotiledonea es el
nuamero de cotiledones, u "hojas seminales", que se encuentran en el embrion. Los
cotiledones son una especie de hojas primarias que transfieren al embrién los
nutrientes almacenados en la semilla. Cumpliran esa funcion hasta que de la
plantula broten las primeras hojas verdaderas que le permitan realizar la
fotosintesis. Los embriones de las plantas monocotiledéneas casi siempre
producen un anico cotiledon, mientras que en los de las dicotiledoneas se forman
dos; de ahi los nombres de los dos grupos de angiospermas: Monocotyledonae,
que significa “un cotileddén”, y Dicotyledonae, que hace referencia a "dos
cotiledones" (Freire, 2004).

Escutelo

La dnica hoja seminal producida por los embriones de las monocotiledéneas,
llamada a veces el escutelo, presenta un aspecto diferente al del par que forman
las dicotiledoneas por lo general es fina, larga y estrecha, y se asemeja en gran
medida a las hojas adultas de la planta, ya que no contiene el endosperma rico en
nutrientes destinados al embrion. El caso de las hojas seminales de las
dicotiledéneas es diferente; suelen ser mas gruesas y tienen un aspecto diferente
al que mostraran las verdaderas hojas adultas de la planta, ya que almacenan el
endosperma que alimenta a la plantula. Las nervaduras de la hojas en los
embriones de los monocotiledéneas suelen estar en linea recta y de arriba abajo,
aunque a veces se sitian en paralelo, yendo desde el centro de la hoja hasta el

borde.




Coleoptilo

En los embriones de las semillas de las monocotiledoneas se forma también el
coleoptilo. Se trata de una fina vaina por encima del escutelo, que alberga a lo que
se conoce como plumula, que es el tallo y las hojas de la pequefia planta en
formacion. El coledptilo protege al joven embrion mientras crece, ayudando a

asegurar su completo desarrollo antes de brotar de la tierra.

El embrion esta formado por la radicula dirigida hacia la micropila, el hipocétilo que
es el corto eje caulinar, los cotiledones que son las primeras hojas y la plumula o

gémula que es el 4pice caulinar y a veces algunos primordios foliares.

Radicula

Asoma por la micropila, dando origen a la raiz primaria. Su duracion es efimera en
las Monocotiledoneas que generalmente desarrollan raices adventicias, mientras
en Gimnospermas y Dicotileddneas origina la raiz principal que dura toda la vida

de la planta.

Hipocoatilo
Su crecimiento es importante en la germinacion epigea, eleva los cotiledones por
encima del suelo. El episperma se rasga y los cotiledones, expuestos a la luz, se

vuelven los primeros érganos fotosintetizadores.

Los Monocotiledéneas presenta un solo cotiledon: su posicion es lateral, igual que

la de la plamula.




2.3 Semilla

2.3.1 Definicion

Botanicamente, una semilla es un 6vulo madurado que contiene un embriéon que
es generalmente el resultado de la fecundacion sexual (Ehrenberg et al, 1955).

Cada semilla consiste de:

1.- Un embrion.
2.- Tejido de almacenamiento.
3.- Cubierta exterior protectora.

La capa protectora puede ser la cubierta de la semilla o una parte de la cubierta de
la fruta (pericarpio). El tejido de almacenamiento para las dicotiledoneas esta
contenido en los cotiledones y, en distintos grados, el tejido del endospermo.
Tejido de almacenamiento para las monocotiledoneas es el endospermo amilaceo,
y para gimnospermas, el tejido de almacenamiento es tejido gametofito haploide
(Allard, 1999).

2.3.2 Partes de la semilla

% Monocotiledbneas
Las semillas se conforman de tres estructuras principales: la cubierta seminal o
epispermo, el endospermo y el embrion. La cubierta seminal es una capa
permeable muy resistente que se encarga de proteger a la semilla de condiciones
adversas externas. Este epispermo esta compuesto a su vez de dos capas una
externa y otra interna, testa y tegmen respectivamente. En la superficie de la
semilla se observa constantemente una cicatriz que corresponde al punto que la
unia al funiculo del 6vulo y que se denomina hilo. También puede o no observarse
en la superficie de la semilla el micrépilo, dependiendo si es 0 no obstruido por el

desarrollo del epispermo.




La testa deriva de uno de los tegumentos del 6vulo: la primina. La testa es
usualmente de consistencia dura y resistente. Su funcion es la de proteger a la
semilla del medio ambiente. Algunas semillas forman proyecciones de la testa que
favorecen la absorcion de agua en el momento de la germinacion o que actian

como proteccion suplementaria.

El endospermo o albumina representa un tejido especializado para la reserva de
sustancias nutritivas para el embrién; a las semillas que en su madurez presentan
estas reservas se les denomina “semillas albuminosas” mientras que las que no lo
poseen se denominan “semillas exalbuminosas”. Este tejido acompafia al embridn
durante la germinacion de éste y hasta que la plantula alcanza su establecimiento
como planta adulta (Arber, 1925)

El embrion representa a la futura planta en estado rudimentario y consiste en un
eje embrional y los cotiledones. En el eje embrional se distinguen: la plumula o
punto vegetativo del vastago; la radicula o punto vegetativo de la raiz; el nudo
cotiledonar o punto de insercion de el o los cotiledones, la zona ubicada entre el

nudo cotiledonar y la plumula se denomina epicotil (Figura 5y 6).

Figura 5. Estructura de una semilla. A) de macororo, B) de amapola (Mora et al.,
2011)



http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93vulo_%28Bot%C3%A1nica%29
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Primina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Germinaci%C3%B3n

Endosperma
Testa o albumen

Plumula o
coleodptilo

Cotiledén Radicula

Figura 6. Morfologia de la semilla de Agave americana L.

«»+ Dicotiledbneas

El embriéon emite dos cotiledones al crecer, hojas primordiales que sirven para
proporcionar alimento a la nueva plantula y que, por lo general, no se transforman

en hojas adultas.

Las piezas florales de las dicotiledoneas se presentan en mdultiplos de cuatro o
cinco y las hojas suelen tener nervaduras retinervadas y presentar formas muy
variadas desde acorazonadas hasta acintadas. El tejido vascular de los tallos se
dispone en anillos y produce verdadero crecimiento secundario, que determina el
aumento de diametro de tallos y raices (Figura 7). Las formas arborescentes son
comunes. Algunos grupos de dicotiledoneas lefiosas como las magnolidceas
presentan ciertas caracteristicas, como flores grandes con numerosas piezas sin
soldar, que se consideran similares a las de las plantas con flor mas primitivas. Se

conocen cerca de 170.000 especies de dicotiledoneas (Coner, 1976).
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2.3.3 Etapas de desarrollo de la semilla

Etapa I. Histodiferenciaciéon (Diferenciacion de embriones)

Etapa | es caracterizada por la diferenciacion del embrion y el endospermo debido
principalmente a la division celular. En la etapa I, el embrién alcanza el comienzo
de la etapa cotiledon del desarrollo. Hay un amento rapido en tanto al peso fresco
y rapido. Hay caracteristicas en la etapa de la embriogénesis que ocurren durante
la Etapa | y son distintos para las dicotiledéneas, monocotiledoneas y las
gimnospermas.




0,

+ Diferenciacién de embriones en las dicotiledéneas

La embriogénesis en dicotiledéneas procede a través de la etapa caracteristica del
desarrollo. Estos incluyen al proembrion, globular, corazén, torpedo, y las etapas
de cotiledones (Figura 8).

Después de la fertilizacion de los nucleos de 6vulos y esperma, un Proembrion se
inicia por una division celular transversal para formar una célula apical y basal. La
célula basal forma al suspensor, mientras que la célula apical forma el embrién. El
suspensor en las dicotiledéneas es generalmente una columna de celdas Unicas o
multiples. Las funciones del suspensor es para empujar al proembrion en la
cavidad del saco embrionario y para absorber y transmitir nutrientes al proembrién
(Bhatnager, 1972).

El embrién se suministra con nutrientes para el crecimiento a través del suspensor
hasta etapas posteriores del desarrollo del embrién cuando el embrién es nutrido
por material desde el endospermo.

Figura 8. El desarrollo del embrion en una dicotiledénea tipica (Bolsa de pastor)
(Meinke, 1991).




+ Diferenciacién de embriones en las monocotiledéneas.

Las monocotiledoneas tienen una estructura mas compleja de embriones en la
semilla madura en comparacién con las dicotiledéneas, pero el desarrollo del
embrion temprano es similar a las dicotiledéneas (Randolf, 1936). Las etapas de la
embriogénesis en monocotileddneas incluyen el proembridn, globular, escutelar, y
etapas coleoptilar.

Después de la fertilizacién, una célula apical y basal es visible en el maiz ( Zea
mays) que inicia la etapa proembrién (Figura 9). Las etapas con el Proembriéon y
globular son similares a las dicotiledéneas, excepto que el suspensor no es una
fila sencilla o doble de las células y es menos diferenciada. En la etapa globular
tarde, la capa epidérmica exterior es evidente y un grupo de las células en un lado
del proembrion divide mas rapidamente. Estas daran lugar a un eje del embrién.

Figura 9. El desarrollo del embridon en una monocotiledénea tipico (de maiz).




Etapa Il. Expansién de célula.

La fase Il es un periodo de la ampliacion rapida de las células debido a la
acumulacién de reservas de alimentos. La acumulacion de productos de
almacenamiento complejas, incluyendo carbohidratos, grasas, aceites, proteinas y
otras sustancias bioguimicas en los érganos de almacenamiento de semillas (i.e.,
cotiledones, endospermo, nucela, y / o tejido gametofito), es una parte esencial del
desarrollo de la semilla. Dichas sustancias no sélo proporcionan sustratos
energéticos esenciales para asegurar la supervivencia de las plantulas en
germinacion, sino que también proporcionan alimento esencial para los seres

humanos y los animales.

Etapa Il es un periodo activo con grandes aumentos en el ADN, el ARN y la
sintesis de proteinas en la semilla (Bewley, 1994). Las grandes reservas de
alimentos son los hidratos de carbono (almidon), proteinas de almacenamiento, y
los lipidos (aceites o grasas). Aunque diferentes especies pueden almacenar
predominantemente una reserva de alimentos en particular (i.e., granos de
cereales de almidon; proteinas de legumbres; y el aceite de girasol), la mayoria de

las semillas contienen los tres tipos de reservas de alimentos.

Etapa lll. Secado de maduracion.

Las semillas en la etapa lll han alcanzado la madurez fisiologica. La madurez
fisiolégica es el tiempo antes del secado de maduracion donde la semilla
(embrion) ha alcanzado el peso maximo seco. Semillas en la madurez fisiol6gica
gue se eliminan de forma experimental a partir del fruto muestran un alto potencial
de germinacién, medida por viabilidad de la semilla y el vigor (Miles, 1988).

La etapa lll es caracterizada por la rapida perdida de agua. Ya no hay una
conexion vascular con la planta madre a través de la funiculos. El area de la

cubierta de la semilla en la que se adjunta el funiculo es el hilio.




2.3.4 Hormonas vegetales y desarrollo de la semilla
En general, las concentraciones de las hormonas vegetales son altas en las
semillas comparadas con otras partes de la planta (Bewley, 1994). Las semillas
fueron el primer tejido donde varias de las hormonas vegetales fueron
descubiertas y estudiadas en detalle. Todas las principales hormonas se han
asociado con el desarrollo de semillas (Quatrano, 1987).
Se conocen cinco grupos principales de hormonas vegetales o fitohormonas: las

auxinas, las citocininas, las giberelinas, el etileno y el acido abscisico.

% Las auxinas
La auxina mejor conocida es el acido Indolacético. Determina el crecimiento de la
planta y favorece la maduracion del fruto. La auxina se fabrica principalmente en
los meristemas apicales de los brotes y de alli se mueve a otras partes de la
planta, siempre en direccion de tallo a raiz (basipetal). En el tallo la auxina es

indispensable para el crecimiento.

Efectos de la auxina:

e Inhibe el crecimiento de las yemas laterales del tallo.

e Promueve el desarrollo de raices laterales.

e Promueve el crecimiento del fruto.

e Produce el gravitropismo (crecimiento en funcion de la fuerza de gravedad),
en combinacion con los estatocitos (células especializadas en detectar la
fuerza de gravedad, por contener amiloplastos).

e Retrasa la caida de las hojas.

¢ Puede actuar como herbicida.

% Citocininas
Los estudios sobre la accidn de las citocininas en la division celular han demostrado
gue son necesarias en algunos procesos posteriores a la replicacion del ADN pero

anteriores a la mitosis.




Regulan el ciclo celular, estimulando la division celular. Se han encontrado en

organos con tejidos que se dividen de forma activa: semillas, frutos y raices.
Efectos:

e« En combinacién con la auxina, regula la morfogénesis (formacion de
tejidos) en cultivos de tejidos.
e Retrasan la senescencia (envejecimiento de las hojas) al retrasar la

inactivacion del ADN, permitiendo la sintesis de clorofila.

% Etileno
En 1901, D. Neljubov demostré que el etileno era el componente activo del gas que
se empleaba en iluminacion. Notd que la exposicion de plantulas de guisante a
dicho gas en oscuridad (plantas etioladas) reducia el elongamiento del tallo,
incrementaba el crecimiento lateral, y producia un anormal crecimiento horizontal de
la plantula (gravitropismo negativo), condiciones que mas tarde se denominaron la
triple respuesta. El etileno, aunque es un gas en condiciones normales de presion y
temperatura, se disuelve en cierto grado en el citoplasma de las células. Se
considera como una hormona vegetal debido a que es un producto natural del
metabolismo y a que interacciona con otras fitohormonas en cantidades traza. Los
efectos del etileno pueden ser apreciados particularmente durante periodos criticos
de maduracion de los frutos, abscision de frutos y hojas, y la senescencia del ciclo

de vida de una planta.

Efectos:

e Acelera la maduracion de los frutos.

e Promueve la caida de hojas, flores y frutos (abscision).

e Produce curvatura de las hojas hacia abajo (epinastia).

¢ Induce la formacion de raices en hojas, tallos y pedunculos florales.

e Induce la feminidad en flores de plantas monoicas (las que tienen flores

masculinas y femeninas sobre el mismo individuo).




< Acido abscisico
En algunas ocasiones la supervivencia de la planta depende de su capacidad de
restringir su crecimiento o sus actividades reproductoras. Tras los primeros
descubrimientos de hormonas productoras del crecimiento los fisi6logos vegetales
empezaron a especular con la posibilidad de hallar hormonas controladoras del

crecimiento de accion inhibitoria.

El acido abscisico es un potente inhibidor del crecimiento que ha sido propuesto
para jugar un papel regulador en respuestas fisiologicas tan diversas como el
letargo, abscision de hojas y frutos y estrés hidrico, y por lo tanto tiene efectos
contrarios a las de las hormonas de crecimiento (auxinas, giberelinas y
citocininas). Tipicamente la concentracion en las plantas es entre 0.01 y 1 ppm,
sin embargo, en plantas marchitas la concentracion puede incrementarse hasta 40
veces. El acido abscisico se encuentra en todas las partes de la planta, sin
embargo, las concentraciones mas elevadas parecen estar localizadas en semillas

y frutos jovenes y la base del ovario.

Se trata de sesquiterpenoides relacionados con los esteroles y carotenoides. La

sintesis tiene lugar en las yemas

Efectos:

e Promueve la latencia en yemas y semillas.
e Inhibe la division celular.

e Causa el cierre de los estomas.

e Antagonico de las giberelinas.

e Inhibe el crecimiento de los tallos.

% Giberelina
Las giberelinas provocan efectos sorprendentes en el alargamiento de plantas
intactas. La respuesta mas observada en las plantas superiores es un incremento

notable en el crecimiento del vastago; a menudo los tallos se vuelven largos y




delgados, con pocas ramas, y las hojas empalidecen. Las giberelinas estimulan a la
vez la division celular y, afectan tanto a las hojas como a los tallos. Se encuentran

en todos los 6rganos, pero sobre todo en las semillas inmaduras.
Efectos:

e Producen unincremento en el crecimiento del vastago.

o Estimulan la divisién celular y afectan a hojas y tallos.

e Inducen la germinacion de las semillas.

« En plantas con morfologia juvenil diferente de la adulta, modifican esta
ultima y vuelve a la juvenil.

e Inducen la floracion en algunas plantas en roseta.

e Estimulan la germinacion del polen y pueden producir frutos

partenocarpicos.

2.3.5 Proceso de germinacion

Para que el proceso de germinacion, es decir, la recuperacion de la actividad
biologica por parte de la semilla, tenga lugar, es necesario que se den una serie
de condiciones ambientales favorables como son: un sustrato hiumedo, suficiente
disponibilidad de oxigeno que permita la respiracion aerobia y, una temperatura
adecuada para los distintos procesos metabdlicos y para el desarrollo de la
plantula.

La absorciébn de agua por la semilla desencadena una secuencia de cambios
metabdlicos, que incluyen la respiracion, la sintesis proteica y la movilizacion de
reservas. A su vez la divisién y el alargamiento celular en el embrién provoca la
rotura de las cubiertas seminales, que generalmente se produce por la emergencia

de la radicula.

Sin embargo, las semillas de muchas especies son incapaces de germinar, incluso

cuando se encuentran en condiciones favorables. Esto es debido a que las




semillas se encuentran en estado de latencia. Por ello, mientras no se den las
condiciones adecuadas para la germinacion, la semilla se mantendra latente
durante un tiempo variable, dependiendo de la especie, hasta que llegado un
momento, pierda su capacidad de germinar.

Cuando una semilla germina, la primera estructura que emerge, de la mayoria de
las especies, después de la rehidratacién de los diferentes tejidos es la radicula.
En aquellas semillas, en las que la radicula no es el primer acontecimiento
morfolégico, se consideran otros criterios para definir la germinacién como: la
emergencia del coleoptilo en granos de cereales; la obtencion de plantas
normales; o el aumento de la actividad enzimatica, tras la rehidratacion de los

tejidos.

2.3.6 Fases de la germinacion

% Fase de hidratacion:
La absorcion de agua es el primer paso de la germinacion, sin el cual el proceso
no puede darse. Durante esta fase se produce una intensa absorcion de agua por
parte de los distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va

acompafado de un aumento proporcional en la actividad respiratoria.

% Fase de germinacion:
Representa el verdadero proceso de la germinacién. En ella se producen las
transformaciones metabdlicas, necesarias para el correcto desarrollo de la
plantula. En esta fase se reduce considerablemente la absorcién de agua por la

semilla y se estabiliza el consumo de oxigeno.

% Fase de crecimiento:
Es la dltima fase de la germinacién y se asocia con la emergencia de la radicula
(cambio morfoldgico visible). Esta fase se caracteriza porque la absorcion de agua

vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria.




En las dos primeras fases de la germinacion los procesos son reversibles, a partir
de la fase de crecimiento se entra en una situacion fisiolégica irreversible. La
semilla que haya superado la fase de germinacion tendra que pasar a la fase de

crecimiento y originar una plantula, o por el contrario morir.

2.3.7 Factores que afectan ala germinacion

Los factores que afectan a la germinacién los podemos dividir en dos tipos:

Factores internos (intrinsecos): propios de la semilla; madurez y viabilidad de las

semillas.

% Madurez de la semilla
Decimos que una semilla es madura cuando ha alcanzado su completo desarrollo

tanto desde el punto de vista morfologico como fisioldgico.

La madurez morfolégica se consigue cuando las distintas estructuras de la semilla
han completado su desarrollo, dandose por finalizada cuando el embrion ha
alcanzado su maximo desarrollo. También, se la relaciona con la deshidratacion
de los diferentes tejidos que forman la semilla. La madurez se suele alcanzar
sobre la misma planta, sin embargo, existen algunas especies que diseminan sus
semillas antes de que se alcance, como ocurre en las semillas de Ginkgo biloba o
de muchas orquideas, que presentan embriones muy rudimentarios, apenas

diferenciados.

Aunqgue la semilla sea morfolégicamente madura, muchas de ellas pueden seguir
siendo incapaces de germinar porque necesitan experimentar aun una serie de
transformaciones fisioldgicas. Lo normal es que requieran la pérdida de sustancias

inhibidoras de la germinacion o la acumulacion de sustancias promotoras. En




general, necesitan reajustes en el equilibrio hormonal de la semilla y/o en la
sensibilidad de sus tejidos para las distintas sustancias activas.
% Viabilidad de la semilla

La viabilidad de las semillas es el periodo de tiempo durante el cual las semillas
conservan su capacidad para germinar. Es un periodo variable y depende del tipo
de semilla y de las condiciones de almacenamiento.

Atendiendo a la longevidad de las semillas, es decir, el tiempo que las semillas
permanecen viables, pueden haber semillas que germinan, todavia, después de
decenas o centenas de afos; se da en semillas con una cubierta seminal dura
como las leguminosas. El caso mas extremo de retencion de viabilidad es el de las
semillas de Nelumbo nucifera encontradas en Manchuria con una antigiedad de

unos 250 a 400 afios.

En el extremo opuesto tenemos las que no sobreviven mas que algunos dias o
meses, como es el caso de las semillas de arce (Arce campestre), sauces (Salix
alba) y chopos (Populus nigra) que pierden su viabilidad en unas semanas; o los

olmos (Ulmus minor) que permanecen viables 6 meses.

En general, la vida media de una semilla se sitia entre 5y 25 afos.

Las semillas pierden su viabilidad por causas muy diversas. Podriamos pensar
que mueren porgue agotan sus reservas nutritivas, pero no es asi, sino que
conservan la mayor parte de las mismas cuando ya han perdido su capacidad

germinativa.

Una semilla sera mas longeva cuanto menos activo sea su metabolismo. Esto, a
sSu vez, origina una serie de productos toxicos que al acumularse en las semillas
produce a lo largo efectos letales para el embridén. Para evitar la acumulacion de
esas sustancias bastara disminuir ain mas su metabolismo, con lo cual habremos
incrementado la longevidad de la semilla. Ralentizar el metabolismo puede

conseguirse bajando la temperatura y/o deshidratando la semilla. Las bajas




temperaturas dan lugar a un metabolismo mucho més lento, por lo que las
semillas conservadas en esas condiciones viven mas tiempo que las conservadas
a temperatura ambiente. La deshidratacion, también alarga la vida de las semillas,
mas que si se conservan con su humedad normal. Pero la desecacion tiene unos
limites; por debajo del 2% - 5% en humedad se ve afectada el agua de

constitucion de la semilla, siendo perjudicial para la misma.

Factores externos (extrinsecos): dependen del ambiente; agua, temperatura y

gases.

% Humedad

La absorcion de agua es el primer paso, y el mas importante, que tiene lugar
durante la germinacion; porque para que la semilla recupere su metabolismo es
necesaria la rehidratacion de sus tejidos.

La entrada de agua en el interior de la semilla se debe exclusivamente a una
diferencia de potencial hidrico entre la semilla y el medio que le rodea. En
condiciones normales, este potencial hidrico es menor en las semillas secas que
en el medio exterior. Por ello, hasta que emerge la radicula, el agua llega al
embridn a través de las paredes celulares de la cubierta seminal; siempre a favor
de un gradiente de potencial hidrico.

Aunque es necesaria el agua para la rehidratacion de las semillas, un exceso de la
misma actuaria desfavorablemente para la germinacion, pues dificultaria la llegada

de oxigeno al embrion.

s Temperatura

La temperatura es un factor decisivo en el proceso de la germinacién, ya que
influye sobre las enzimas que regulan la velocidad de las reacciones bioquimicas
gue ocurren en la semilla después de la rehidratacion. La actividad de cada
enzima tiene lugar entre un maximo y un minimo de temperatura, existiendo un

optimo intermedio. Del mismo modo, en el proceso de germinacion pueden




establecerse unos limites similares. Por ello, las semillas sélo germinan dentro de
un cierto margen de temperatura. Si la temperatura es muy alta o muy baja, la

geminacion no tiene lugar aunque las demés condiciones sean favorables.

La temperatura minima seria aquella por debajo de la cual la germinacién no se
produce, y la maxima aquella por encima de la cual se anula igualmente el
proceso. La temperatura Optima, intermedia entre ambas, puede definirse como la
mas adecuada para conseguir el mayor porcentaje de germinacién en el menor

tiempo posible.

Las semillas de especies tropicales suelen germinar mejor a temperaturas
elevadas, superiores a 25 °C. Las maximas temperaturas estan entre 40 °C y 50
°C (Cucumis sativus, pepino, 48 °C). Sin embargo, las semillas de las especies de
las zonas frias germinan mejor a temperaturas bajas, entre 5 °C y 15 °C. Ejemplo
de ello son Fagus sylvatica (haya), Trifolium repens (trébol), y las especies
alpinas, que pueden germinar a 0 °C. En la region mediterranea, las temperaturas

mas adecuadas para la germinacién son entre 15 °C y 20 °C.

< Gases

La mayor parte de las semillas requieren para su germinacion un medio
suficientemente aireado que permita una adecuada disponibilidad de O, y CO,. De
esta forma el embrion obtiene la energia imprescindible para mantener sus
actividades metabdlicas.

La mayoria de las semillas germinan bien en atmdsfera normal con 21% de O, y
un 0.03% de CO,. Sin embargo, existen algunas semillas que aumentan su
porcentaje de germinacién al disminuir el contenido de O, por debajo del 20%. Los
casos mejor conocidos son: Typha latifolia (espadafia) y Cynodon dactylon
(grama), que germinan mejor en presencia de un 8% de O,. Se trata de especies

gue viven en medios acuaticos o encharcados, donde la concentracion de este




gas es baja. El efecto del CO, es el contrario del O, es decir, las semillas no
pueden germinar se aumenta la concentracion de COa.
Para que la germinacion tenga éxito, el O, disuelto en el agua de imbibicion debe
poder llegar hasta el embrion. A veces, algunos elementos presentes en la
cubierta seminal como compuestos fendlicos, capas de mucilago,
macroesclereidas, etc. pueden obstaculizar la germinacién de la semilla por que
reducen la difusién del O, desde el exterior hacia el embrion.
Ademas, hay que tener en cuenta que, la cantidad de O, que llega al embrion
disminuye a medida que aumenta disponibilidad de agua en la semilla.

% lluminacién
Se suelen clasificar a la semilla en tres grandes grupos segun sus necesidades de

luz para germinar:

a) Semillas con fotosensibilidad positiva: Semillas que germinan
preferentemente bajo condiciones de iluminacion.

b) Semillas con fotosensibilidad negativa: Semillas que germinan
preferentemente en la oscuridad, siendo la luz desfavorable para la
germinacion.

c) Semillas no fotosensibles: Semillas indiferentes a las condiciones de la

germinacion.

2.3.8 Metabolismo de la germinacion

El proceso de respiracion en los organismos fotosintéticos se lleva acabo tanto en
el dia como la noche, consiste en la oxidacion de las moléculas complejas a
moléculas sencillas aprovechando la energia liberada durante el rompimiento de
las primeras, para su utilizacion en reacciones quimicas que activan procesos

metabolicos mediados por ATP, los cuales permiten el adecuado funcionamiento




de las células constituyentes del organismos y por tanto del sistema biolégico en
Si.

La respiracion en las plantas, consiste en el intercambio de gases entre las células
gue la estructura y la atmosfera. Las plantas toman oxigeno de la atmosfera y la
utilizan las reservas de hidratos de carbono para expulsar dioxido de carbono y
agua en forma de vapor a la atmosfera. Se podria decir que la respiracion en las
plantas es un proceso “contario” al de la fotosintesis: En la respiracion la planta
toma O, y desprende CO,; mientras que en la fotosintesis la planta obtiene CO, y

desprende O..

La fotosintesis por su parte es la conversion de materia inorganica en materia
organica transformada por la energia que aporta la luz. En este proceso la energia
luminosa se transforma en energia quimica estable, siendo el (ATP) la primera
molécula en la que queda almacenada. EI ATP se usa para sinterizar moléculas
organicas de mayor complejidad utiles en el metabolismo celular, asi los
organismos fotosintéticos son capaces de producir sus propios alimentos (Owen,
1986).

% Respiracion celular

Tres rutas respiratorias, glucdlisis, ciclo de las pentosas fosfato y ciclo de Krebs
son funcionales en las semillas embebidas. Estas tres rutas produciran una serie
de compuestos intermediarios del metabolismo vegetal, asi como considerables
cantidades de energia y poder reductor. El objetivo principal del proceso
respiratorio es la formacion de ATP y pirimidin nucledtidos, necesarios para la
intensa actividad metabdlica que tiene lugar durante la germinacion.

La semilla seca muestra una escasa actividad respiratoria, aumentando el
consumo de O,, después de iniciada la imbibicion. A partir de este momento el

proceso respiratorio de las semillas puede dividirse en cuatro fases.

a) Fase |. Se caracteriza por un rapido incremento en la respiracion, que

generalmente se produce antes de transcurridas 12h desde el inicio de la




imbibicion. ElI aumento en la actividad respiratoria es proporcional al
incremento de la hidratacién de los tejidos de la semilla. El principal sustrato
utilizado en esta fase es, posiblemente, la sacarosa.

b) Fase II: La actividad respiratoria se estabiliza entre las 12h y 24h desde el
inicio de la imbibicion. Probablemente las cubiertas seminales, que todavia
permanecen intactas, limitan la entrada de O,. La eliminacion de la testa
puede acortar o0 anular esta fase.

c) Fase lll: Se produce un segundo incremento en la actividad respiratoria,
gue se asocia a la mayor disponibilidad de O,, como consecuencia de la
ruptura de la testa producida por la emergencia de la radicula. Otro factor
gue contribuye a ese aumento es la actividad de las mitocondrias,
recientemente sintetizadas en las células del eje embrionario.

d) Fase IV: En esta ultima fase tiene lugar una acusada disminucion de la
respiracion, que coincide con la desintegracion de los cotiledones, después

de que han exportado las reservas almacenadas.

«» Movilizacion de sustancias de reservas

Las semillas contienen cantidades relativamente importantes de reservas
alimenticias, que permitiran el crecimiento y el desarrollo de la plantula hasta que
ésta sea capaz de alimentarse por si misma. Estas reservas se encuentran en su
mayor parte, formando cuerpos intracelulares que contienen lipidos, proteinas,
carbohidratos y compuestos inorganicos. Segun el tipo de compuesto que
almacenan, existen grandes diferencias entre las semillas. Asi, en los cereales
predominan los hidratos de carbono, especialmente almidon, aunque también
contienen proteinas y lipidos. En muchas semillas de importancia agricola
(avellana, almendro, ricino, girasol, soja, etc) se almacenan, mayoritariamente,
lipidos (triglicéridos) como compuestos de reserva. Ademas, estas semillas suelen
tener un alto contenido en proteinas. Un tercer grupo de semillas, entre las que se
encuentran las leguminosas, almacenan proteinas junto con cantidades

considerables de almidén, siendo en éstas los lipidos muy escasos.




Los compuestos de reserva pueden estar almacenados en el embrion

(cotiledones) o en tejidos extraembrionarios, principalmente en el endospermo.

La movilizacion de las reservas requiere un proceso previo de hidrélisis para
liberar los compuestos de menor peso molecular, que pueden ser utilizados
durante el crecimiento inicial de la plantula. Ademéas, en muchos casos, los
productos de la hidrdlisis sufren una serie de transformaciones metabdlicas antes

de ser transportados al eje embrionario en desarrollo.

+ Carbohidratos: El hidrato de carbono mas extendido en las semillas, como
principal reserva energética, es el almidon. Esta formando por los
denominados granos de almidén (corpusculos intracelulares). Dichos
granos muestran una apariencia caracteristica en cada especie, pudiendo
tener formas esféricas, elipticas, poligonales, etc. En la hidrdlisis del
almidon sus componentes (la amilosa, y la amilopectina) son hidrolizados
por la a-amilasa y la B-amilasa para dar glucosa. La degradacion del
almidon se incrementa progresivamente durante el proceso de germinacion,
primero lentamente, y luego de una forma mas rapida que termina con la

practica desaparicion del polisacarido.

+ Lipidos: Los lipidos constituyen un grupo de sustancias quimicamente
heterogéneas que tienen en comudn su solubilidad en disolventes organicos
(éter de petrdleo, hexano o cloroformo). Los lipidos de reserva
predominantes en las semillas son los triglicéridos. En la movilizacion y
metabolismo de las reservas lipidicas estan implicados tres tipos de
organulos: las vesiculas que contienen aceites almacenados (cuerpos
lipidicos), los glioxisomas y las mitocondrias. La degradacion y metabolismo

de los lipidos se produce en varias fases.

+ Proteinas: La hidrélisis de las proteinas de reserva esta catalizada por

diferentes tipos de enzimas proteoliticos, agrupados bajo el nombre de




proteasas. A medida que progresa la germinacion, las fracciones
proteinicas de reserva se transforman en otras de menor peso molecular,
especialmente pequefios péptidos y aminoacidos. Los aminoacidos
liberados pueden ser utilizados en la sintesis de nuevas proteinas en la
plantula en desarrollo o para proporcionar energia mediante la oxidacion de
su esqueleto carbonado. En los cereales las proteinas se almacenan en los
granulos de aleurona, acumulados, a su vez, en la capa de aleurona. En las
semillas de dicotiledéneas la degradacion de las proteinas de reserva se
corresponde, generalmente, con una acumulacién de aminoacidos libres en

los cotiledones.

+ Acidos nucleicos: No hay duda en aceptar que la replicacion del ADN es
un fendbmeno relativamente tardio en la germinacién, iniciandose después
de que tenga lugar una sintesis considerable de proteinas. Sin duda, en la
codificacion de éstas ha intervenido un ADN preexistente, formado,
probablemente durante las fases de maduracién de la semilla. Por lo que
respecta al ARN, tanto en las capas de aleurona de cereales como en los
cotiledones de las leguminosas, se han detectado varias ribonucleasas
cuya funcibn es la de degradar el ARN en nucledtidos que son
transportados al embrion para la sintesis de sus ARNs propios. Sin
embargo, se ha demostrado que los nucledtidos que llegan al embrién no
son suficientes para mantener su crecimiento, por lo que en los embriones
debe haber también una sintesis de nucleétidos, utilizando probablemente

el nitrégeno de las reservas proteicas.

2.3.9 Tipos de germinacién

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. Como se ha indicado anteriormente, este proceso comienza por la




radicula, que es el primer 6érgano que emerge a través de las cubiertas. Sin

embargo, en otras semillas el crecimiento comienza por el hipocétilo.

% Germinacion epigea:
En las plantulas denominadas epigeas, los cotiledones emergen del suelo debido
de un considerable crecimiento del hipocétilo (porcion comprendida entre la
radicula y el punto de insercion de los cotiledones). Posteriormente, en los
cotiledones se diferencian cloroplatos, transformandolos en 6rganos fotosintéticos
y, actuando como si fueran hojas. Finalmente, comienza el desarrollo del epicotilo
(porcion del eje comprendida entre el punto de insercién de los cotiledones y las
primeras hojas). Presentan este tipo de germinacion las semillas de cebolla, ricino,
judia, lechuga, mostaza blanca, etc.

% Germinacion hipogea:
En las plantulas hipogeas, los cotiledones permanecen enterrados; unicamente la
plumula atraviesa el suelo. El hipocétilo es muy corto, practicamente nulo. A
continuacion, el epicotilo se alarga, apareciendo las primeras hojas verdaderas,
gue son, en este caso, los primeros érganos fotosintetizadores de la plantula. Este
tipo de germinacion lo presentan las semillas de los cereales (trigo, maiz, cebada,

etc.), guisante, haba, robles, etc.

2.3.8 Dormicioén de la semilla

La dormancia o también denominada por varios autores como latencia, dormicion,
letargo, reposo o vida latente. Es el estado en el cual las semillas a pesar de tener
las condiciones normales para su germinacién, no lo hacen, debido a mecanismos
fisicos y fisioldgicos internos de la semilla.

Bloqueo interno propio de la semilla que determina que la misma no germine en
condiciones consideradas como favorables durante determinado periodo de
tiempo. Caracteristica adaptativa que determina que las semillas germinen en un

momento o lugar favorables a su sobrevivencia.




Se trata de una caracteristica heredable, cuya expresion es modificada por las
condiciones ambientales que se dan durante el proceso de maduracion de la

semilla sobre la planta madre.

2.3.10 Concepto y clasificacion de dormicidn en la semilla

Dormicién: es la suspension temporaria del crecimiento visible, de cualquier

estructura que contenga meristemos.

Paradormicién: impedimento para la germinacion dentro de la semilla, pero por
fuera de la estructura durmiente (embrion). Ej.: cubiertas duras y/o impermeables
a los gases y al agua 0 inhibidores individuales o balances inhibidores en la

cubierta interna (endosperma o perisperma).

Endodormicion: impedimento dentro de la estructura durmiente. Ej.: embriones

inmaduros 6 balances hormonales inhibitorios.

Ecodormicion: limitante para el crecimiento en el medio ambiente en el que se

encuentra la semilla (falta de agua, temperatura, oxigeno, luz).

La dormancia constituye un estado que presentan las semillas, en el cual no
germinan mientras sus embriones no sufren una serie de cambios fisiologicos y

guimicos previos.

2.3.11 Dormancia en la semilla

El fenbmeno de la dormancia es comun, principalmente en semillas de
determinadas hortalizas y forrajeras, algunas fruteras y de especies arboreas y
ornamentales, que no germinan después de la cosecha debido a los mecanismos

internos, de naturaleza fisica o fisioldgica, que bloquean la germinacion.




Estos mecanismos son genéticos y acontecen durante el ciclo de vida de la
especie, durante la maduracion de la semilla, de modo que, después de la
dispersion, la semilla todavia no estara apta para germinar.

Esta dormancia, que se instala en la fase de maduracion de la semilla, es

denominada primaria.

No obstante, en algunas especies, el bloqueo a la germinacion se establece luego
de la dispersion de la semilla, inducido por ciertas condiciones de estrés o por un
ambiente desfavorable a la germinacion, caracterizando otro tipo de dormancia,

denominada secundaria.

Las semillas durmientes son aquellas que, mas alla de que estén vivas y sobre
condiciones de ambiente que normalmente favorecen el proceso de germinacion,
no germinan por causa de alguna restriccion interna, la cual impide el desarrollo

del embrién.

La germinacion solamente ocurrira cuando tal restriccion sea superada, lo que en
la naturaleza puede llevar dias, meses o afos, dependiendo de la especie.

Una vez madura, la semilla es desprendida de la planta madre, tornandose un
organismo autbnomo, pues tiene en su estructura un embrién que, en condiciones
adecuadas de ambiente, se desenvolvera, originando una plantula.

La dormancia o latencia permite en las angiospermas obviar los periodos de

sequias o de frios inadecuados para el crecimiento vegetal.

También es gracias a la dormancia que semillas de muchas especies no germinan
en el fruto cuando este esta todavia prendido a la planta, pues, luego de la
maduracion fisiolégica, y en condiciones ambientales favorables a la germinacién
(como, por ejemplo, aumento de la humedad por el exceso de lluvias), semillas sin
bloqueos al crecimiento del embridn podran germinar en la planta madre.

Cabe resaltar que la mayoria de las plantas cultivadas actualmente es

representada por variedades, cultivares e hibridos genéticamente mejorados por




procesos de seleccion que eliminaron la dormancia, pues los objetivos de la
agricultura moderna son la rapidez y la uniformidad de la germinacion de la semilla

y de la emergencia de la plantula en campo.

Aparentemente la dormancia evolucioné como un mecanismo de supervivencia de
las especies a determinadas condiciones climéaticas, ya que en las regiones de
clima templado el invierno seria una amenaza para la sobrevivencia de las
especies.

La dormancia tiene algunas desventajas ya que son necesarios periodos largos
para que un lote de semillas la supere, la germinacion se distribuye en el tiempo,
contribuye a la longevidad de las plantas invasoras, interfiere con programas de

siembra, presenta problemas para evaluar la calidad de las semillas.

2.3.12 Tipos de dormancia
Tres tipos de dormancia son mundialmente conocida: dormancia innata,

dormancia inducida y dormancia forzada.

a) Dormancia innata

Se presenta en el embridon desde el momento en que se frena su crecimiento en el
organo generativo de la planta "madre”. El grado de dormancia en diferentes
semillas de la misma planta es generalmente muy variado. Incluso en algunos
cultivares. De la misma linea genética posee un coeficiente de variacion alto.

En algunos casos la existencia de tipos distinto de semillas en el organismo
vegetal de la misma constitucidon genética se relaciona con el ambiente en el cual
tuvo lugar la formacién y maduracion de los 6rganos generativos (por ejemplo,
fotoperiodo). A veces cuando la semilla "sale" de la dormancia innata, en esta

puede surgir otro periodo de lactancia semejante a la primera.




b) Dormanciainducida o secundaria
Se manifiesta cuando las semillas con bastante contenido de humedad se
enfrentan con las condiciones donde existen uno o mas factores que impiden la
germinacion.
Estas principalmente son temperaturas altas, deficiencia de oxigeno o elevado
contenido COy; la formacion dentro de la semilla de inhibidores (NHs; acido
cianhidrico, aceite esencial) y la acumulacion de CO, que también puede provocar

la aparicion de la dormancia secundaria.

c) Ladormanciaforzada:
Se presenta cuando en el ambiente existen limitantes para la germinacion. El
término al respecto se utiliza generalmente para la semilla que se encuentra
enterrada en el suelo. Al liberarse esta semilla del ambiente edafico la dormancia
desaparece. Los factores del suelo que limitan la germinacion son: alto contenido

de COy; ausencia de la luz y de las temperaturas alternas.

2.3.13 Métodos para superar la dormancia

El método a seguir depende del tipo de dormancia que la semilla disponga, a la
vez esta puede tener dos mecanismos de dormancia la cual implicaria utilizar
tratamientos combinados. Las técnicas y tratamientos mas empleadas pueden
citarse los siguientes: pre-refrigeracion, distintas combinaciones de temperaturas,
solucion de nitrato de potacioal 0,2 %, acido giberelico, prelavado y pre secado,
acido sulfurico, perdxido de hidrégeno.

Para lograr establecer un pasto de forma rapida y uniforme junto con el gasto
minimo de las semillas es necesario que estas posean un alto grado de
germinaciéon. Por esa razon las semillas de pastos (leguminosas especialmente)
deben ser tratadas propiamente si se caracteriza por el alto nivel de dormancia
hasta 50-90%. Entre los métodos para romper la dormancia de semillas de pastos

se han desarrollado los siguientes: a) Quimicos, b) Fisicos, ¢) Mecanicos.




El tratamiento de las semillas es mas conveniente efectuarlo en el tiempo préximo

a la siembra, ya que las semillas tratadas, con facilidad pierden su viabilidad.

2.3.14 Escarificacion con acidos
La escarificacién es un tratamiento mediante el cual se logra que la cubierta
seminal se haga permeable al agua y/o a los gases.
En la naturaleza las cubiertas duras de las semillas se ablandan por medio de
diversos agentes del ambiente, tales como abrasion mecanica, congelamiento y
deshielo alternados, ataque por microorganismos del suelo, paso por el tracto

digestivo de aves y mamiferos, desgaste por el fuego, sol y agua.

Artificialmente esta deficiencia se puede superar con los siguientes tratamientos:
e Escarificacion de las semillas con limas, lijas y vasos de agitacion.
e Inmersion en agua caliente y en agua hirviendo.
e Congelamiento por inmersion en nitrégeno liquido (a 190°C bajo cero).
e Presiones hidrostaticas elevadas (2,000 atmdsferas).
e Vibraciones de alta frecuencia.
e Ataque por acido sulfarico concentrado.

e Lavados con etanol, perdxido de hidrogeno y otros disolventes.

% Acido sulfarico concentrado (H2SOg)
Es el método quimico mas utilizado en semillas de especies forrajeras tropicales,
porque disuelve, agrieta y debilita las cubiertas florales, lo cual permite la entrada
de agua e intercambio de gases, facilita la expansion del embrion y la salida de la
radicula. En semillas de leguminosas de los géneros: Medicago, Calopogonium,
Centrosema, Leucaena, Neonotonia y Stylosantes, se han obtenidos altos
porcentajes de germinacion (80-90%) cuando la semilla se trata por un periodo de
tiempo de 10 a 15 minutos. Por ejemplo; las semillas del Macroptilium
atropurpureum incrementa la germinaciéon de 10 a 95 % al ser tratado con el acido
sulfurico. Las semillas de Panicum coloratum después de ser colocadas en este

acido (con exposicién de 20 minutos), mostraron una alta germinacion (48%) los




tratamientos con el menor (12 minutos) o con el mayor tiempo (30 minutos) dieron
peores resultados (18 y 40 %) de germinacion respectivamente). En semillas de B.
humidicola, B. dictyoneura se redujo acortar el periodo de latencia sometiendo a la
semilla a escarificacion acida durante 11 y 20 minutos, incrementando su
germinacion en un 20%.
% Agua oxigenada (H20y)

Este método consiste como los otros en la inmersion de la semilla. Utilizan este
tratamiento obteniendo buenos resultados en (Poenix roebelinii) en la cual
sumergen las semillas en una solucion al 5% durante 10 minutos, luego de
transcurrido el tiempo se enjuaga en agua corriente.

En semillas de Pinus pseudostrobus también se us6 esta técnica, las semillas

fueron colocadas en remojo al 2% durante 6 horas posteriormente se enjuagaron.

% Escarificacion mecanica

Es cualquier proceso de ruptura, rayado o alteracion mecéanica de las cubiertas de
las semillas (sin tocar el embrion) para hacerlas permeables al agua o a los gases.
El desgaste o la ruptura de la cubierta seminal se puede lograr con la agitacion de
las semillas con algun material abrasivo como la arena o mediante raspado,
también cortando la cubierta con un cuchillo.

El frotar las semillas con papel lija, rayarlas con una lima y romper las cubiertas
con un martillo, son métodos sencillos y utiles para lotes pequefios de semillas

relativamente grandes.

2.3.15 Enfermedades y plagas

Patogenos de la semilla

Los patdgenos de semilla son aquellos que pueden ser detectados sobre, dentro o
con la semilla. Pueden estar distribuidos dentro de los tejidos de la semilla,
encontrarse adheridos a la semilla en forma superficial, como esporas, esderocios,

micelio 7/0 en forma contaminante, como esderocios, restos de cultivo, quistes de




nematodos, particulas de suelo, mezclados con la semilla. Pueden transmitirse por
semilla, y esto significa que hay evidencias que aseguran que el patégeno se
transmite, en forma importante, al cultivo por la semilla. Pueden ser virus,
bacterias y hongos. Estos Ultimos son los méas importantes; la bibliografia
menciona 8 enfermedades que son causadas por patdégenos de semilla y pueden
ser transmitidas por semillas; 22 enfermedades que pueden ser causadas por
patdgenos de semillas pero dificiimente se transmitan (muchas de ellas lo pueden
hacer en forma concomitante) y 11 enfermedades que no son causadas por
patdgenos de semillas y no son transmitidos por semillas (también algunas de
ellas lo podrian hacer en forma concomitante). Es importante conocer los sintomas
y signos que aparecen sobre la semilla para poder identificarlos. También se
deben conocer los efectos sobre la calidad de la semilla y los aspectos
epidemiologicos.

Los hongos presentes en la semilla disminuyen la calidad industrial, pueden alterar
el contenido de proteinas, aumentar la acidez, producir aceites rancios, acumular
toxinas (firo y mictotoxinas), reducir la actividad enzimatica con pérdida de
viabilidad y vigor. El porcentaje promedio de germinacion determinado durante los
ciclos agricolas 1994/95 a 2004/05 fue de 79%. El 57% de las muestras
analizadas presentd problemas de hongos de campo, el 4% dafio por chinche, el
27% dafio mecanico y el 27% deterioro durante el almacenaje. Para ese mismo
periodo la calidad sanitaria mostré6 valores promedio del complejo

Diaporthe/Phomopsis de 17% y de 13% para Fusarium spp.

% Puntos rojizos en el envés de las hojas

Los puntos rojizos en el envés de las hojas podrian significar que se esta en
presencia de Cochinillas. Para estar seguros, sugerimos utilizar una lupa y
observar. Se caracterizan por tener una especie de escudo protector, de color
oscuro y consistente. Comparen con la foto al lado. Son caracteristicas, no puede

haber error. Ademas si se intenta sacarlas con una uia, vienen fuera facilmente.




% Presencia de pequefios animales blanquecinos sobre la planta

Si notas estos pequefios animales en presencia de afidos cominmente llamados
pulgones. Remedios: usar productos quimicos especificos localizables en un buen

vivero

% Hojas que empiezan a amarillear, aparecen salpicadas de manchas de

amarillo y castana

Después de estas manifestaciones las hojas se abarquillan asumen un aspecto
casi polvoriento y caen. Observando cuidadosamente se notan sutiles telarafas
sobre todo en el envés de las hojas. Con estos sintomas muy probablemente
estamos en presencia de un ataque de acaros o arafia roja o arafiuela , un acaro

muy molesto y dafiino.

Remedios: aumentar la frecuencia de las nebulizaciones (la falta de humedad
favorece su desarrollo) y eventualmente, solo en el caso de infestaciones
particularmente graves, usar productos quimicos especificos. Si el Agave no es
particularmente grande, se puede probar también a limpiar las hojas para eliminar
mecanicamente el parasito usando un copo de algodon mojado y enjabonado.

Después, la planta debe ser aclarada muy bien para eliminar todo el jabon.

2.4 Ubicacion y distribucién a nivel estado

El cultivo de agave Comiteco (Agave americana L.) se reporta en la meseta de los
de Comitan, Venustiano Carranza y Las Rosas Cuadro 1; desde mediados del
siglo XIX (Secretaria de Economia, 2009), como una actividad econdémica en
pequefa escala (Figura 10), como una superficie establecida aproximadamente 40

hectareas.




Figura 10. Plantacién de Agave americana L. en la rancheria Tuila, Barrio de
Comitan a una altura de 1660 msnm (INIFAP, 2012).

Cuadro 1. Ubicacion de localidades con plantaciones de Agave americana L.

: : Longitud Altitud
Localidad Municipio | Latitud norte . T
Agua Bendita ge”“ﬂ'a”‘:’ 16°14'28.4" | 92°25'30.5" 632
arranza
Chacajolcom | Comitan 16°18'17.59"" | 92°11'08.56" | 1820
EJ'dC’ Las Comitan | 16°13'19.4" | 92°08'54.5" | 1715
lores
Los Riegos Comitan 16°18'21.1" | 92°07'29.5" 1605
NE de la
Ciudad de Comitan 16°15'40.7" | 92°08’'11.5" 1643
Comitan
sandosede | oo ian | 16°23'58.2" | 02°12'46.6" | 2251
| as Fosas
Tuilaito
Punta de Comitan 16°16'24.0" | 92°09'56.1" 1858
Diamante
Yalpalé las Rosas | 16°19°40.6" | 92°24'36.5" 1010

La altiplanicie Centra de Chiapas conocida como meseta Comiteca tiene una
superficie de 27,850 Km? y esta localizada a una altitud por arriba de los 1,00
msmn en el area central del estado de Chiapas, entre los 91°42" y 93°18" de
longitud Oeste, y 16°07" a 17°32" de altitud Norte (Figura 11).




ALTITUD

Figura 11. Mapa de altitud en la meseta Comiteco (INIFAP, 2012)

2.5 Clima

El clima predominante es templado subhimedo con temperatura media anual de
13°C - 17°C, lluvias en verano entre los 1,100 — 1,600 mm anuales y con heladas
posibles en areas deforestadas a mas de 2,000 msmn (Alba et al., 2003; Lopez,
1993).

2.6 Suelo

El agave se adapta en regiones semi-aridas y subhimedas, con un régimen de
precipitacion anual entre 600 a 1800 mm y con una atmosfera de seca a
moderadamente seca la mayor parte del afio (Ruiz, 1999). Adoptan diversos tipos
de suelo, sin embargo, bajo manejo comercial prosperan mejor en suelos de
textura media, denominados suelos francos, franco-arenoso o franco-arcillosos
(Ruiz, 2007).




El género Agave presenta tolerancia de ligera a intermedia a sales y prospera
mejor en un rango de pH de 6.0 a 8.0; no son recomendables suelos con

problemas de acidez o alcalinidad para su cultivo (FAO, 1996; Ruiz, 2007).

Actualmente este cultivo es considerado como una opciéon promisoria de
reconversion productiva para algunos municipios de la meseta Comiteca del
estado de Chiapas, por lo que diversos actores estdn promoviendo su explotacion

a mayor escala.

2.6.1. Ecologia ambiental

De acuerdo con Garcia, (2007) el agave es considerado una de las plantas mas
conspicuas del paisaje mexicano, debido a su abundancia y por la cantidad de
recursos que proporciona a otros organismos, especialmente en las zonas
aridas y semiaridas. Torrentera, (2000) considera que una de las caracteristicas
gue hace Unica a esta planta, es su capacidad de almacenar liquidos en
terrenos arenosos y pocos propicios para la agricultura. Por ello, segun
Ruvalcaba, (1983, p. 45), “el maguey puede considerarse un prodigio en
términos de adaptacién a condiciones meteoroldgicas adversas”. Por su parte
Nobel, (1988) comenta que las razones por las cuales se considera a esta
planta de suma importancia para su estudio, son su espectacular y rara
morfologia, aunadas a su capacidad de supervivencia en habitats sumamente

desfavorables.

2.8 Usos del Agave americana L.

Durante el proceso de elaboracion de tequila, en el primer paso es necesario
jimar el agave, accién de eliminar por corte la totalidad de las pencas del tronco,
el cual queda con forma muy similar a una pifia, razén por la cual asi se le

denomina (Limén, 1999). Sin embargo, en las zonas productoras de mezcal en




Oaxaca, esta pifia hormalmente se le conoce como cabeza o mezcal (Gentry,
1982; Lépez, 2005).

Los magueyes son utilizados en México como alimento humano y de ganado,
como materias primas para producir bebidas fermentadas, destiladas y fibras,
como medicamentos, material de construccién, y cobertura vida para retencion
de suelo (Ruvalcaba, 1983).

2.9 Reproduccion del agave

Los agaves son plantas hermafroditas (Limén, 1999) que se reproducen de dos
maneras: sexual y asexual (Garcia, 2007; Gentry, 1982). Siendo la primera
aquella en la que el agave desprende de un estolon de la base del tallo un
hijuelo (Garcia, 2007), y como mecoatl en nahuatl (Salazar & Rius, 2004), el
cual es genéticamente idéntico a la madre segun Gentry, (1982) es decir, son
clones (Conabio, 2006); mientras que la reproduccion sexual es aquella en la
gue las flores son polinizadas produciendo semillas o bulbilos (pequefias
plantulas) (Conabio, 2006; Garcia, 2007).

En las flores se desarrollan aproximadamente seis estambres, en la base de
éstos se produce en abundancia un néctar con fuertes fragancias que se
perciben a una buena distancia por los insectos o animales polinizadores
(Garcia, 2007). En cuanto las flores son polinizadas, estas se hinchan y
desarrollan un fruto con semillas; por parte de insectos diurnos y nocturnos
(abejas, abejorros, avispas, palomillas), por aves (aves percheras, colibries,
cuervos, palomas, pericos) y principalmente por animales como los murciélagos
nectarivoros, (Garcia, 2007; Gentry, 1982; Verduzco et al., 2009).

Es importante tomar en cuenta que varios autores afirman que estas semillas
tienen un porcentaje bajo de viabilidad, cercano al 33% (Gentry, 1982,

Ruvalcaba, 1983; Parsons & Parsons, 1990). Garcia, (2007) comenta una




planta llego a dar 65,000 semillas; Gentry, (1982) comenta de otro ejemplo con
720,000, y finalmente Ruvalcaba, (1983) habla de haber apartado alrededor de

10,000 semillas de un maguey de Epazoyucan, Hidalgo.

De acuerdo con Gentry, (1982), el género Agave se propaga por semilla, vastagos
vegetativos y propagulos en la inflorescencia. Dependiendo de la especie, algunos
se propagan solamente por semillas, otros por semillas y vastagos vegetativos,
mientras que otros pueden propagarse por las tres formas. Al respecto Gémez,
(1963) sefiala que en este Género los procesos de reproduccién sexual estan
reducidos o no funcionan; sin embargo, Ruvalcaba, (1983) sefiala que cuando se
realiza este tipo de reproduccién se puede obtener hasta 33 % de germinacién
(Figura 12). La forma comun de propagacion de los agaves cultivados es asexual,
técnica que consiste en separar los vastagos (hijuelos, retofios 0 mecuates) que
se derivan del rizoma que emite la planta madre después del primer afio de
plantacién, los cuales, dependiendo de su tamafio son plantados en el terreno
definitivo, o en el caso de ser pequefios, se mantienen en vivero por un periodo de

12 meses 0 mas, hasta su plantacion definitiva.

Figura 12. Frutos y semillas de Agave americana L. con una coloracién brillante y
embridn viable (Ruvalcaba, 1983).




2.11 Cultivo In Vitro

Los explantes son cultivados in vitro en un medio de cultivo conformado por macro
y micronutrientes, azucares como fuente de carbono, reguladores de crecimiento,
un agente gelificante, asi como condiciones de luz y temperatura que son
especificas de acuerdo a la especie vegetal con la que se esté trabajando. Bajo
estas condiciones se busca inducir la produccion de brotes en los explantes para
Su posterior subcultivo en forma repetitiva, hasta producir plantas con las
caracteristicas genéticas de la planta original (Hussey, 1983). Las principales
cualidades de los embriones son la rapidez y la multiplicacién clonal de genotipos
de plantas superiores libres de enfermedades y plagas (Smith & Drew , 1990).

Las técnicas de propagacion in vitro tienen la ventaja de producir grandes
cantidades de plantas en espacios relativamente reducidos y durante todo el afio,
a diferencia de los métodos convencionales de propagacion, ya sea por semilla,
hijuelos (rizomas) o bulbillos, con los cuales so6lo se realiza la actividad de
propagacion una vez por afio. En el caso del agave, la siembra por semilla o por
bulbillos se lleva a cabo antes de la época de lluvias y en caso de los hijuelos, en
el momento de la cosecha del agave, se dejan para su desarrollo. En caso de
presentarse varios hijuelos, se selecciona el que tenga mejor vigor y mayor

crecimiento (Guerrero et al., 2006).

2.12 Cultivo de embriones

El cultivo de embriones consiste en el aislamiento y crecimiento, in vitro, en

condiciones estériles, de un embrion, con el fin de obtener una planta viable.

De entre los posibles usos del cultivo in vitro de embriones maduros destacamos:
e Romper procesos de dormicion que en muchos casos se deben directa o
indirectamente a la accion de las cubiertas.
e Formar plantas sin necesidad de tener que recurrir a procesos de

enraizamiento.




e Servir punto de partida para su utilizacion como patrones en injertos de
plantas que sean dificiles de enraizar
e Patron para cultivo de meristemos de cara a la obtencién de plantas libres

de patégenos.

Es un tipo de cultivo que presenta muy pocas dificultades. Si acaso, existe la
dificultad fisica de separar los embriones del resto de las estructuras de la semilla.

La excision de embriones provenientes de Ovulos y semillas, y su cultivo en un
medio nutritivo definido, permite investigar los factores que influyen en el
crecimiento embrionario bajo condiciones controladas y ademéas definir
guimicamente el medio ambiente del saco embrionario el cual alimenta al embrion
(Lopez, 1985).

El cultivo in vitro de embriones facilita experimentos para determinar los factores
gue regulan el crecimiento de los érganos primordiales de una plantula y estudiar
los aspectos metabdlicos y bioquimicos de la germinacion, los cuales son dificiles
de estudiar cuando el embridén se encuentra dentro de la semilla, en donde existe

interferencia de los tejidos adyacentes(Lopez, 1985).

2.12.1 Cultivo de embriones cigoticos.

Técnica utilizada para superar la dormancia de semillas, estudiar aspectos
nutricionales y fisiolégicos del desarrollo de embriones, recuperar hibridos

incompatibles y como fuente de explantes con tejidos de elevada totipotencia.

Se desarrollo un trabajo con las semillas de mbocaya 6 conocido como coyol,
“DESARROLLO IN VITRO DE EMBRIONES CIGOTICOS DE MBOCAYA”, donde
se evaluo el efecto de tres tratamientos con carbon activado adicionado al medio
de cultivo y el efecto de la luz en la incubacion en la germinacion in vitro de

embriones cigoticos de mbocayéa (Acrocomia aculeata (Jacq.) LODD ex Matrt.).




Se sembraron in vitro embriones de frutos maduros de plantas adultas de
poblaciones naturales de la localidad de Mojon de Fierro, Formosa, Argentina. Las
almendras, que contenian los embriones, fueron desinfectadas en cadmara de flujo
laminar y los embriones maduros fueron inoculados en posicion horizontal en
tubos de ensayo que contenian 15 mL de medio MS (Murashige & Skoog, 1962)
con 0,1, 3 05 g/L de carbén activado. El pH del medio fue ajustado a 5,8 + 0,1y
5% de agar antes de esterilizacion en autoclave a 121 °C y 1 atm. Los cultivos se
mantuvieron en un cuarto de crecimiento a 25 °C + 2 °C con fotoperiodo de 16 h e
intensidad luminosa de 42 umol x m? s™, o en oscuridad durante 14 dias. Se
aplicé un disefio completamente aleatorizado (Garcia et al., 2002).

La germinacion se produjo después de los 60 dias y, si bien no existen diferencias
significativas entre los tratamientos con carbon activado, el tratamiento de MS mas
3 g/L de carbon activado ofrecid6 mayor porcentaje de germinacion (93,3%). Los
resultados obtenidos mostraron que las condiciones de luminosidad en la

incubacion no afectaron la germinacién (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del carbén activado adicionado al medio MS y laluz en la
incubacion en el porcentaje de embriones cigéticos germinados. Resultados a los
60 dias (Garcia et al., 2002).




2.13 Escarificacion de las semillas

Algunas semillas poseen una cubierta dura que protege al embrion de las
inclemencias. Estas semillas de deberdn ser escarificada para erosionar esta
cubierta con el fin de que el agua penetre y active la germinacion. Se puede
realizarla escarificacion quimica con &cido sulfarico, peroxido de hidrégeno y
alcohol etilico 96° Gl.

Las especies de Lupinus colonizan areas incendiadas y fijan Nitrégeno. En otros
paises las especies de este género se emplean en plantaciones forestales y
sistemas agroforestales. Sus semillas presentan latencia fisica. En el presente
estudio se realizo el andlisis de semillas y se evalud la germinacion de Lupinus
bilineatus Benth. Como tratamiento escarificatorio artificial, se aplicé la
escarificacion quimica con acido sulfarico (H>.SO,4) al 98 % a las semillas (10, 20,

30 y 40 minutos de inmersion).

En el caso de tratamientos escarificatorios naturales, se aplico fuego a las semillas
utilizando como combustible pasto del género Festuca, con una carga equivalente
a 10 t-ha?, correspondientes a cargas naturales. Muestras del humo resultante de
la combustion se capturaron botellas, sometiendo las semillas a exposicion al
mismo durante 20 minutos. El total de niveles para la escarificacion artificial o
natural fue seis. También se cont6 con controles (para cada temperatura) a los

gue no se les aplicé escarificacion alguna.

La maxima germinacion (82.5 %) se registr6 para semilla escarificada
guimicamente con &cido sulfarico durante 30 o 40 min Martinez et al., (2008).

Como se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Germinacion de la semilla de Lupinus bilineatus a diferentes regimenes
de temperatura, niveles de tratamiento y con luz. Los puntos que se presentan la
misma letra no tienen diferencias significativas entre si. La simbologia se refiere a
los diferentes tratamientos de escarificacion: T = testigo, F = fuego, A10 = &cido
sulfarico durante 10 min, A20 = &cido sulfarico durante 20 min, A30 = 4cido
sulfurico durante 30 min, A40 = &cido sulfarico durante 40 min (Martinez et al.,
2008)

Se evalué el porcentaje de germinacion en Heliconia latispatha con la
escarificacion quimica. Las semillas que se trataron con peroxido de hidrégeno
(H20,) fueron 200 y se colocaron en un recipiente pequefio al cual se les aplico
una cantidad de 30 ml y el tiempo de reposo fue de 15 minutos. Al pasar este
tiempo las semillas se lavaron con agua abundante y se procedié a sembrar en el
lugar correspondiente asignandosele el tratamiento nimero 1. Las semillas que se
trataron con aguarras fueron 200, se colocaron en un recipiente pequefo y se les
aplico una cantidad de 30 ml y el tiempo de reposo fue de 15 minutos. Al paso de
este tiempo las semillas se lavaron con agua abundante y se procedié a sembrar
en el lugar correspondiente como el tratamiento nimero 2. Las semillas tratadas
con agua caliente, se procedio a calentar el agua en un recipiente de acero a una

temperatura de 60° C el cual se tomo la temperatura con un termémetro de




mercurio de -2° a 110° C, al alcanzar la temperatura requerida, se sumergieron las
semillas y el tiempo de espera fue de 15 minutos. Al transcurrir este tiempo, se
sacaron las semillas del recipiente y se procedi6 a sembrar en el lugar
correspondiente de acuerdo al tratamiento que le corresponde es el nimero 3.

Los porcentajes de germinacion observados fueron bajos para todos los
tratamientos debido a las caracteristicas de la semilla, se logran porcentajes muy
bajos. El tratamiento con agua oxigenada tuvo un 6% de plantas, aguarras un
0.5%, agua caliente un 7.5%, escarificacibn mecanica un 2% vy el testigo 6.5% de
plantas germinadas Benitez et al., (2009). El tratamiento con agua oxigenada se
utilizé porque el uso de perdoxido de hidrégeno (H.O,) oxida los inhibidores de
crecimiento posiblemente presentes en los tejidos, incrementa la respiracion y
facilita la oxidacion de substancias grasosas (May, 1959). Como se observa en la
Figura 15.
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Figura 15. Porcentaje de germinacion (Benitez et al., 2009).

2.14 Ejemplo de optimizacién de agave

2.14.1 Germinacion de semillas (Agave durangensis) a diferentes
temperaturas y efecto de la fertilizacion en el desarrollo de las
plantulas.

Se determiné el efecto de la temperatura en la germinacion de semillas de Agave

durangensis y la respuesta a la fertilizacion, en calidad y desarrollo de las




plantulas. Se probaron cinco temperaturas (15, 20, 25, 30 y 35 °C) en la
germinacion de semillas de Agave durangensis. En el analisis estadistico, se
encontré que a 20 y 25 °C, las semillas germinan en menor tiempo (36 h); el
porcentaje de germinacion de los tratamientos fue de 94 - 96 %, a los 26 dias
(Steiner, 1984).

De acuerdo al analisis estadistico (Anexo 3), el andlisis de medias, muestra que la
temperatura no presentd efecto significativo en la germinacion en los primeros 4 y
8 dias posteriores a la siembra, estas diferencias empiezan a observarse a partir
del dia 12, encontrandose que la temperatura 6ptima de germinacion de las
semilla de Agave durangensis, fue de 20 y 25 °C. Asi mismo, se observé que las
plantulas derivadas de semillas germinadas a 25 °C mostraron un crecimiento mas
rapido que las germinadas a temperaturas mayores o menores Figura 16. A
temperatura de 35 °C las semillas de Agave no germinaron Figura 17.
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Figura 16. Desarrollo de plantulas de Agave duranguensis, después de 12
semanas a una temperatura de 25 °C (Steiner, 1984).

Figura 17. Desarrollo de las plantulas Agave duranguensis a diferentes
temperaturas, después de 7 dias de sembradas (Steiner, 1984).




CAPITULO lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de estudio

Invernadero y Laboratorio de tejido vegetal del Instituto tecnolégico de Tuxtla
Gutiérrez, ubicado en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, (16°45'24"N,
93°10'21"W).

3.2 Disefio Experimental

Se utilizé el disefio experimental “categoérico individual” para los tratamientos con
peroxido de hidrégeno, alcohol etilico 96° GI y otro disefio experimental
“Distribucion de las unidades exponenciales en forma de bloques al azar” para el
tratamiento con acido sulfurico; con tres repeticiones cada una. Para optimizar la
concentracion y el tiempo de inmersién con perdxido de hidrogeno se utilizé una
técnica de superficie de respuesta. Todos los disefios fueron planeados usando el
programa STATGRAPHICS CENTURION XV. Las unidades experimentales
fueron, garrafones de polipropileno de 20 litros Llenos con grava, algodon, placas
de unicel (30 x 10 cm), (Figura 18).

Figura 18. Contenedor de las semillas escarificadas.




3.3 Escarificacion de las semillas de Agave americana L.

Los tratamientos se implementaron de acuerdo a una metodologia de superficie
de respuesta en el cual los factores fueron &cido sulfarico con tres diferentes
concentraciones (25, 62, 98% v/v), aplicado en tres tiempos de inmersion (15, 30,
60 min) (Cuadro 2); alcohol etilico a 96° GI, con tres tiempos de inmersion (30, 60,
90 min) (Cuadro 3); y peroxido de hidrégeno (H,O;) al 100%, con tres tiempos de
inmersion (5, 10, 15 min) (Cuadro 4). En cada tratamiento se utilizaron 60 semillas
gue se colocaron en una cama de algodén (Figura 19).El porcentaje de

germinacion se midi6 cada 2 dias.

Cuadro 2. Tratamientos para evaluar diferentes concentraciones y tiempo de
inmersion de las semillas de Agave americana L. en &cido sulfurico. Se utilizaron
60 semillas para cada tratamiento.

No. de Concentracion Tiempo
Tratamientos
(%) viv (min)
1 25 15
2 62 15
3 98 15
4 25 30
5 62 30
6 98 30
7 25 60
8 62 60
9 98 60




Cuadro 3. Tratamientos para evaluar diferentes tiempos de inmersion de las
semillas de Agave americana L. en alcohol etilico al 96 °GL. Se utilizaron 20
semillas para cada tratamiento.

No. de Tiempo (min)
tratamientos

30
30
30
60
60
60
90
90
90

OO N0 |WIN|F

Cuadro 4. Tratamientos para evaluar diferentes tiempos de inmersidn en peroxido
de hidrégeno (H20,) sobre la germinacion de semillas de Agave americana L. Se
utilizaron 20 semillas para cada tratamiento.

No. de Tiempo (min)
tratamientos

5

5

5
10
10
10
15
15
15

O O|INOOOBWIN|F
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Figura 19. a), b), ¢), d) Semillas de Agave americana L. escarificadas con acido
sulfurico, alcohol etilico 96° Gl y perdxido de hidrégeno.




3.4 Optimizacion de la escarificacion con peroxido de hidrégeno

Se utilizaron 20 semillas de Agave americana L. en cada tratamiento: se
generaron 9 tratamientos de peréxido de hidrégeno (H.0,), a diferentes
concentraciones (50, 75, 100% v/v), con tres tiempos de inmersién (5, 10, 15 min).
Se utilizé en camas de algodon porque retiene el agua y produce imbibicion en la
semilla. Posteriormente se observaron cada 2 dias para ver el porcentaje de
germinacion, asi como se indica en el Cuadro 5, y se puede apreciar en la Figura
19 (d).

Cuadro 5. Tratamientos para evaluar diferentes tiempos y concentraciones de
inmersion en peroxido de hidrégeno (H202) sobre la germinacion de las semillas
de Agave americana L. se utilizaron 20 semillas para cada tratamiento.

No. de Concentracion | Tiempo (min)
tratamientos (%) viv
1 100 5
2 100 10
3 100 15
4 75 5
5 75 10
6 75 15
7 50 5
8 50 10
9 50 15

3.5 Desinfeccion de las semillas de Agave americana L.

Se prepararon los desinfectantes como fue agrimicin®500 al5% vy caston® al 5%,
Etanol al 70 %, Cloro al 40 %, Cloro al 10 %, Cloruro de mercurio 0.1%, Hipoclorito

de calcio al 3%. Enjuagar con agua 3 veces a todos los procesos.




3.6 Metodologia Propagacion por semillas de Agave americana L.

Se utilizo el disefio experimental “factor categoérico individual” para los tratamientos
con peroxido de hidrégeno, alcohol etilico 96° Gl y el disefio experimental
“Distribucion de las unidades exponenciales en forma de bloques al azar” para el
tratamiento con acido sulfarico; para la técnica superficie de respuesta con el
programa STATGRAPHICS CENTURION XV para la propagaciéon de Agave
americana L. in vitro (embriones). Se preparé 50 ml de medio MS (Murashige and
Skoog, 1962), 1.5 gr de sacarosa y 0.125 gr de phytagel.

En 2 frascos se colocaron 10 embriones en cada uno, tomandolo de los tres
tratamientos, 8 embriones con una escarificacién con acido sulfarico al 25% por 30
min de inmersion, 4 embriones del tratamiento en alcohol etilico 96° Gl por 60 min
de inmersién y 8 embriones del tratamiento con peréxido de hidrégeno por 5 min
de inmersién, como se observa en la Figura 20.

Se esterilizaron los frascos en la autoclave por 15 minutos a 15 libras In* después
de esterilizarlos se les coloco Kleen Pack y se puso a prueba de esterilidad por 3
dias.

Figura 20. Frascos con embriones en la campana de flujo laminar.




3.7 Obtencion de embriones de las semillas de Agave americana L.

En la Figura 21 y 22. Se observa la semilla de agave escarificada con el embrién
de los diferentes tratamientos, donde se aprecia que en las concentraciones del
tratamiento conH,SO,4 al 98% y 62% de los tres tiempos de inmersion destruyeron
al embrion completo. Mientras que en la Figura 23 y 24 nos muestran un embrién
completo y extraido de la semilla H,SO4 25%. Una vez obtenido el embrién se
procedié a sembrarlo en los frascos con medio MS como se muestra en la Figura
25; donde se observa los embriones en el medio MS, y se procede a etiquetar los

frascos y sellar con kleen pack para evitar su contaminacion.

Figura 21. Semilla de Agave americana L. con embrion desecho por la
concentracion de H,SO,4 98% y 62%.

con alcohol etilico 96° GI

Figura 22. Semilla con embrién entero de los tratamientos H,SO4 25%, H,O, 5 min,
alcohol etilico 96° GI 60 min.
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Figura 23. Embrién entero proveniente de los tratamientos H,SO,4 25%, H,0,5
min_alcohol etilico 96° GI 60 min.

Figura 24. Embrién entero proveniente de los tratamientos H,SO4 25%, H,0, 5
min_alcohol etilico 96° GI 60 min.
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Figura 25. a), b), c). Embriones de las semillas de Agave americana L.
escarificadas, sembrados en medio MS.




CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1 Recopilacién de datos

En el Cuadro 6. Se presenta la recopilacion de los datos de germinacién de las semillas sometidas a diferentes
tratamientos. El porcentaje de germinacion se evalu6 desde el 5 de marzo hasta el 16 de abril del 2014, los muestreos se
realizaron a los tiempos especificados.

Cuadro 6. Monitoreo de germinacion de la semilla Agave americana L. a diferentes concentraciones y tiempos.

Tratamiento No. de tratamiento Concoentracién No. de semillas Tiempo (min) No. de semillas germinadas
Ceyviv (Marzo) [ (Abril)
Dias
5 12 13 15 19 21 24 26 28 31 2 4 7 9 11 14 16
1 25 60 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
2 62 60 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 98 60 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 25 60 30 0 9 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1
5 62 60 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H2504 6 98 60 30 ol ool oJoJo[oJo[o]oloJoJo[o]o[o]o
7 25 60 60 0 9 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
8 62 60 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 98 60 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tratamiento No. de tratamiento Concentracién No. de semillas Tiempo (min) No. de semillas germinadas
(grados GI)
Dias (Marzo) (Abril)
5 12 13 15 19 21 24 26 28 31 2 4 7 9 11 14 16
1 96 20 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 96 20 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 96 20 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 96 20 60 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0
5 96 20 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Alcohol 6 96 20 60 0o oo Jololololo]o]o ] oloJoJo[o][o]o
7 96 20 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 96 20 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 96 20 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Tratamiento No. de tratamiento Con(;entracién No. de semillas Tiempo (min) No. de semillas germinadas
o)v/v Dias (Marzo) (Abril)

5 12 13 15 19 21 24 26 28 31 2 4 7 9 11 14 16

1 100 20 5 0 1 0 0 4 0 2 2 0 0 2 0 0 1 1 0 0

2 100 20 5 0 0 0 0 5 0 2 0 0 0 0 4 0 0 2 0 1

H,0; 3 100 20 5 0 0 0 0 5 0 0 0 0 2 0 1 0 1 0 2 0
4 100 20 10 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 100 20 10 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

6 100 20 10 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

7 100 20 15 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

8 100 20 15 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0

9 100 20 15 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0

En el Cuadro 7 se presenta la recopilacion de los datos de germinacion de las semillas sometidas a diferentes tiempos y

concentraciones de H,O,. El porcentaje de germinacion se evaluo desde el 26 de Junio hasta el 28 de Julio del 2014, los

muestreos se realizaron a los tiempos especificados.

Cuadro 7. Monitoreo de germinacion de la semilla Agave americana L. a diferentes concentraciones y tiempos de

inmersion con H>0,.

No. de Concentracién | No.de | Tiempo No. de semillas germinadas
tratamiento (%) v/v semillas | (min) |5 Ganio) Dfas Julio)

26 4 [7] 9 [11[14]16]1821]23]25] 28
1 100 20 5 0 6 |[2/]0|0|0)JO0O]J]0O]O|O]O]O
2 100 20 10 0 1 /021 /0|0|0|0O|0O]|]O0O0]O
3 100 20 15 0 6 |[0J]0jO0O|0O0O|J]O0O|O0O]|]0O|JO]O]O
4 75 20 5 0 11 (2] 0|1]j]0]|]0O0O|J0O]J]0O]J]0O]J]0O]O
5 75 20 10 0 8 /|[1/]0|]0]0O0O]0]J]O0O|]0O]OJ]O]O
6 75 20 15 0 7 |1]0|0O0|lO|JO0O|O0O]O|JO]O]O
7 50 20 5 0 7 |2]0]0|O0O 0|0 ]O|JO]O]O
8 50 20 10 0 9 |[1]1]/0]0]0O0]J]0O0O]0O0O]0O0O]0O0]O
9 50 20 15 0 5(13]0J]0]J]0]0]J]0O0O]0O0O]0O0O]0O0]O




La referencia de recopilacion de datos en el Cuadro 6 se realizo 3 métodos
quimicos para escarificar la semilla de Agave americana L. y propiciar a la

germinacion.

Las semillas germinadas en el invernadero, no mostraron un crecimiento de la

plantula; provocando la muerta de la misma.

Las semillas escarificadas en el laboratorio para el cultivo in vitro de embriones
cigoticos, con una concentracion de &cido sulfdrico de 25% v/v se encontraban
intactos e igual que los tratamientos con alcohol etilico 96° Gl y peroxido de
hidrégeno. Los embriones al ser extraidos y puestos en un cultivo in vitro, no
mostraron un crecimiento ni desarrollo, a pesar de ser observados por 45 dias, se
propuso que las semillas no eran viables después de 5 afios de ser guardados

bajo condiciones ambientales.

Para el cuadro 7, se repitio el procedimiento de escarificacion solo con peroxido de
hidrogeno, porque esta técnica tuvo mayor eficacia de germinaciéon. Utilizando
otras nuevas semillas al ser escarificadas presentaron viabilidad inmediata,
logrando germinar en el invernadero hasta un 70% de las semillas escarificadas
con peroxido de hidrégeno, por lo que se descarto el uso de un cultivo in vitro. Y
optimizando el escarificado de la semilla de Agave americana L. se recomienda
utilizar una concentracion del 75% v/v de perdxido de hidrégeno con 5 minutos de

inmersion. Obteniendo resultados a partir de 5 dias.

4.2 Propagacion in vitro y por semillas

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos de propagacion in vitro
con embriones cigéticos, y en el invernadero de Agave americana L., se encontro
gue el porcentaje de germinacion in vitro con embriones cigéticos es nula (Figura
26) y que solo en el experimento en el que se sembraron las semillas en el
invernadero se logré observar una alta tasa de germinacion de las semillas como
se observa en la Figura 27, 28, 29, 30, 31 y 32. Es necesario establecer o buscar

estrategias para su climatizacion en su condicion in vitro de las semillas, asi como




también sembrar semillas ex vitro (en invernadero) sin tegumento para aumentar
el porcentaje de germinacion de las semillas como lo indica Cornu & Jay (1989).
Debido al desconocimiento de semillas viables utilizadas para la escarificacion se
logré observar un mayor porcentaje de germinacion en semillas en el invernadero
como se ve en la Figura 33; lo cual indica que aun teniendo embrién la semilla no

es viable para su germinacioén y crecimiento de la misma.

Figura 26. Embriones de Agave americana L. que no germinaron después de 45
dias puestos en el medio MS.

Figura 27. Semillas de Agave americana L. que germinaron en el invernadero
después de 8 dias de sembrado.




Figura 28. El tratamiento con H,SO4 al 25 % (30 min) tiene un eficiencia del 23.3%
de germinacién.

Figura 29. El tratamiento con H,SO4 al 25 % (60 min) tiene un eficiencia del 21.6%
de germinacion.

Figura 30. El tratamiento con H,O; (5 min) tiene un eficiencia del 63.3% de
germinacion.




Figura 31. El tratamiento con H,O, (10 min) tiene un eficiencia del 11.6% de
germinacion.
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Figura 32. El tratamiento con H,O; (15 min) tiene un eficiencia del 13.3% de
germinacion.

Figura 33. El tratamiento con Alcohol 96° G.I. (60 min) tiene un eficiencia del 6.6%

de germinacion.




Del experimento en el invernadero de propagacién de las semillas de Agave
americana L. se obtuvo el porcentaje de germinacién de acuerdo a los dias
transcurridos para el tratamiento con H,O, al 100% (5 min de inmersion) como se

muestra en la Cuadro 8.

Cuadro 8. Porcentaje de germinacién con respecto a 43 dias.

Tiempo en dias Porcentaje ,de
germinacion

8 1.6%

15 25%

20 31.6%
22 35%

27 38.3%
29 41.6%
31 50%

36 53.3%
38 58.3%
41 61.6%
43 63.3%




4.3 Propagacion por semillas con H,0..

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos de propagacion en el
invernadero de Agave americana L., se logro obtener una mayor tasa de
geminacion de semillas, con la concentracion de peréxido de hidrégeno (H.0,) al
75% (5 min de inmersion), obteniendo como resultado un porcentaje del 70% de

germinacion de las semillas, como se muestra en la Figura 34.

Figura 34. El tratamiento con H,0; al 75% (5 min de inmersién) para la semilla de
Agave americana L. tiene un eficiencia del 70% de germinacion

Del experimento en el invernadero de propagacion de las semillas de Agave
americana L. se obtuvo el porcentaje de germinacién de acuerdo a los dias
transcurridos para el tratamiento con H,O; al 75% (5 min de inmersion) como se

muestra en la Cuadro 9.




Cuadro 9. Porcentaje de germinacion de la semilla de Agave americana L. con
respecto a 33 dias de su escarificado con peréxido de hidrogeno.

Tiempo en dias Porcentaje de
germinacion
9 55%
12 65%
16 70%
33 70%

4.4 Escarificacion de semillas

De los tres métodos quimicos de escarificacion que se usaron para obtener un
porcentaje mayor de semillas germinadas, el tratamiento con H,0O, fue en donde
se logré obtener mayor germinacion con respecto a los otros dos tratamientos

guimicos usados.
En la Cuadro 10 se muestra el tratamiento quimico usado el cual fue con H,SOy, la
concentracion, el tiempo de remojo de las semillas y el numero de semillas

germinadas.

Cuadro 10.Tratamiento de semillas con H>SOq,

Concentracion Tiempo Semillas germinadas

(%) viv (min) (%)
25 15 1.6
62 15 0
98 15
25 30 23.3
62 30 0
98 30 0
25 60 21.6
60 60 0
98 60 0




En el Cuadro 11 se muestra el tratamiento de las semillas con H;O, al (100%) v/v,

en este tratamiento alcanzé una taza de germinacion alta del 63.3%.

Cuadro 11. Tratamiento de semillas con H>O al (100%) v/v.

Tratamiento Tiempo Semillas germinadas
(min) (%)
1 5 minutos 63.3%
2 10 minutos 11.6%
3 15 minutos 13.3%

En el Cuadro 12 se muestra el tratamiento de las semillas con alcohol, en este
tratamiento la tasa de germinaron fue muy baja con 6.6%. Este comportamiento
sugiere la potencialidad de la practica en la ruptura de la dureza del endospermo

de las semillas de Agave americana L. facilitando su germinacion.

Cuadro 12. Tratamiento de semillas con alcohol etilico a una concentracion de 96°

Gl.
Tiempo Semillas germinadas
(min) (%)
30 0
60 6.6
90 0

En la Figura 35 se muestra el diagrama de Pareto, donde presenta que tiene una
diferencia significativa, dando como resultado que es negativo a la germinacion
donde el tiempo de escarificado de la semilla de Agave americana L. el tiempo

favorable es a menor concentracion a mayor tiempo. Donde AB son las




interacciones entre el tiempo y la concentracion y AA, BB son un modelo
cuadratico.
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Figura 35. Diagrama de Pareto para germinacion tratamiento de H,SO4

En la Figura 36 se muestra la tasa de germinacion para el tratamiento de H,SOq4,
donde se observa que a mayor tiempo de escarificado se obtiene mayor

germinacién con una concentracion del 25 % de H,SO,,
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Figura 36. Grafica de efectos principales para germinacion.




En la Figura 37 nos muestra que para obtener un mayor porcentaje de
germinacion de las semillas de Agave americana L., es conveniente obtener una
escarificacion Optima para tener una inmersion de agua y germinacion de la

semilla, la concentracién manejada es de 25% de H,SO,4 a 30 min.

germinacion

» ~ ~ ©

Figura 37. Diagrama de superficie de respuesta.




4.5 Optimizacién de escarificado con peroxido de hidrégeno (H205)

De las 3 concentraciones y tiempos del peréxido de hidrégeno (H.O,) en la
escarificacion que se usaron para obtener un porcentaje mayor de semillas
germinadas, el tratamiento con H,O, al 75% durante 5 min de inmersién, fue en
donde se logr6 obtener una mayor germinacion con respecto a las otras

concentraciones y tiempo. Como se puede apreciar en la Figura 34.

En el Cuadro 13 se muestran las concentraciones y tiempos empleados en las
semillas con H,O,, en la concentracion al 75% con 5 min de inmersion alcanz6

una taza de germinacion alta del 70%.

Cuadro 13. Porcentaje de semillas germinadas de Agave americana L. a
diferentes concentraciones y tiempos de inmersion con peroxido de hidrogeno.

Concentracion Tiempo Semillas germinadas

(%) viv (min) (%)
100 5 40
75 5 70
50 5 45
100 10 20
75 10 45
50 10 55
100 15 30
75 15 40
50 15 40

En la Figura 38 se muestra el diagrama de Pareto, donde presenta que no tiene
una diferencia significativa, dando como resultado que es negativo a la
germinaciéon donde el tiempo de escarificado de la semilla de Agave americana L.,

es un factor variante e igual que la concentracién; en la Figura 39 nos muestra




gque para alcanzar una mayor germinacion optima es necesario buscar
determinadamente la concentracion y tiempo para la escarificacion de la semilla,
obteniendo una mayor germinacion. Donde AB son las interacciones entre el

tiempo y la concentracion y AA, BB son un modelo cuadratico.
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Figura 38. Diagrama de Pareto para germinacion tratamiento de H,O»
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Figura 39. Grafica de efectos principales para germinacion.

En la Figura 40 nos muestra que para obtener un mayor porcentaje de

germinacién en las semillas de Agave americana L., es conveniente optimizar la




concentracion y el tiempo para lograr un escarificado adecuado para aumentar la
tasa de germinacién, donde en la concentracion y el tiempo adecuado es 75% de

H,O, a 5 min, porque se logro un 70% de germinacion.
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Figura 40. Diagrama de superficie de respuesta.




CAPITULO V. DISCUSIONES

5.1 Discusion de la escarificacion de las semillas de Agave americana L.
usando tres tratamientos (a4cido sulfurico, peréxido de hidrégeno y alcohol
etilico 96° Gl), a diferentes concentraciones y tiempos de inmersion.

Los resultados que encontramos refuerzan lo que se ha reportado con Ceratonia
siliqua L. Gunes et al., (2013) .Se refuerza en los resultado encontrados en
Ravenala madagas cariensis en diferentes periodos de escarificacién Torres et al.,
(2013) En otra bibliografia se encuentra que la escarificacion por acido sulfarico a
un tiempo de 5 minutos es recomendable por para la calidad fisiol6gica de las
plantas de semillero. De Oliveira et al., (2012) En la planta Sterculia striatase
utilizaron tres tiempos de escarificacion por lo cual recomienda una rapida y
uniforme inmersion de escarificacion, reforzando a los tratamientos utilizados en la
escarificacion con acido sulfurico en la semilla de Agave americana L. Silva et al.,
(2012). La planta Hypericum silenoides Juss es utilizada como medicina tradicional
por comunidades indigenas. A estas plantas se le aplicaron tratamientos de
escarificacion para aumentar la germinacion de la semilla utilizando acido sulfarico
al 1.5% y obtuvieron un 98% de germinacion, esto referencia para la germinacion
de las semillas de Agave americana L. Mendoza et al., (2012). En otra bibliografia
muestra el efecto de escarificacion de la semilla de Lupinus campestris, donde el
tratamiento con &cido sulfarico por 90 minutos logra romper eficazmente la
latencia en la semilla, mostro un rango de porcentaje de germinacion entre el 50 y
64%. Nava et al., (2010).

Para poder decir que las semillas usadas en los primeros tratamientos no eran
viables se respalda con lo que comenta el Gomez, (1963) sefiala que en este
Género los procesos de reproduccion sexual estan reducidos o no funcionan; sin
embargo, Ruvalcaba, (1983) sefiala que cuando se realiza este tipo de
reproduccion se puede obtener hasta 33 % de germinacion. Al no tener el cuidado

de guardar adecuadamente las semillas de Agave americana L. se vuelven




infértiles o contraen enfermedades, porque las semillas son muy susceptibles a los

cambios de temperatura. (llisey et al., 2005)

5.2 Discusion de la optimizacion del escarificado de las semillas de Agave
americana L. usando el tratamiento con perdxido de hidrégeno.

El peroxido de hidrogeno ayuda a facilitar la germinacion porque sirve como
acelerador en los procesos metabdlicos de la semilla y asi rompe mas rapido al
testa de la semilla y aumente su germinacion en menor tiempo; los resultados que
encontramos refuerzan lo que se ha reportado con Hordeum vulgare. Bailly et al.,
(2008). Se refuerza en los resultado encontrados en Pisum sativumen diferentes
periodos de escarificacion, en Anexo 2 se observa que la semilla tiene una tasa
alta de germinacion y en menor tiempo con peroxido de hidrogeno, Barba et al.,
(2010). En la planta Pseudotsuga menziesii se utilizaron varios tiempos y métodos
de escarificacion con peréxido de hidrogeno, por lo cual recomienda una rapida y
uniforme inmersion con una concentracion del 68% al 78% a 5 min, reforzando a
los tratamientos utilizados en la escarificacion en la semilla de Agave americana L.
(Jarvis et al., 1997).




CAPITULO VI. CONCLUSIONES

6.1 Conclusiones

En el invernadero se logr6 obtener un mayor numero de semillas
germinadas, en comparaciéon con las semillas que fueron sembradas in

vitro.

Para poder establecer la propagacion de la planta Agave americana L. por
la via in vitro, es necesario usar semillas viables, paraqué los embriones

aun tengan vida y puedan germinar.

El tratamiento optimo para obtener una mayor tasa de germinacion es
usando H,O, para la escarificacion de la semilla de Agave americana L.
con una concentracion del 100% y un tiempo de 5 minutos en inmersion,

indicando que el experimento se llevo a cabo adecuadamente.

El mejor método utilizado para la escarificacion de las semillas de Agave
americana L., es con el tratamiento H,O, al 100% por 5 minutos de
inmersion; la tasa de porcentaje de germinacion es 63.3 %, por lo que se

recomienda usar para lograr tener un porcentaje alto de germinacion.

Utilizando la técnica de escarificacion en la semilla de Agave americana L.
con peroxido de hidrogeno (H»,O,) a tres concentraciones y tiempos de
inmersion; se observaron diferencias significativas en el tratamiento con
una concentracion al 75% de H,O, por 5 minutos de inmersién, otorgando
un 70% de germinacion en la semilla, y también en el tratamiento con una
concentracion de 50% de H,O, por 10 minutos de inmersion obteniendo

55% de germinacion en la semilla.




CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

7.1 Recomendaciones

Para aumentar el porcentaje de germinaciéon de las semillas de Agave
americana L. se recomienda quitar la testa a las semillas por medio de

escarificacion con H,O, y sean sembradas en un invernadero.

Se encontr6 que es optimo usar H,O, por 5 minutos de inmersién para
lograr tener un porcentaje alto de germinacioén, porque desgasta la testa de

la semilla sin afectar al embrién y propiciando a una germinacion segura.

Se recomienda usar concentraciones bajas de acido sulfurico entre 15 y
25% vlv, a tiempos de inmersion de entre 30 y 40 min, para eliminar el
exceso de plagas contenido si la semilla se recogidé del suelo, para
desgastar suavemente la testa de la semilla sin afectar al embrion y

propiciar la imbibicion de agua.

No se recomienda usar alcohol etilico 96° GI, porque solo ayuda a
desinfectar a la semilla de plagas e impurezas, y no logra desgastar la
testa, por ese motivo no es una agente quimico muy recomendable para la

escarificacion de esta semilla.
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ANEXO

Anexo 1. Plantulas sembradas en el invernadero.




Anexo 2. Efecto del peroxido de hidrégeno sobre la germinacién de semillas de
guisante.

Control H,0,20 mM

Anexo 3. Promedios del nimero de semillas de Agave duranguensis germinadas a
diferentes temperaturas.

Temperatura en Tiempo en dias
°C 4 8 12 16
15 0.0 'a 0.5 a 26.3 b 82,3 C
20 0.0 a 38.0 a a2.0 a aY.3 a
25 0.3 a 28.0 a 24.0 a 94.3 ah
30 0.3 a 27.5a ¥5.5 a B86.5 bc
35 0.0 a 0.0 a 0.0hb ood

Letras diferentes son estadisticamente significativas {Tukey 0.05)




