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Resumen 

La regién sur de los desiertos de Norte América, se caracterizan por su gran diversidad de especies y 

endemismos de las plantas perennes, las cuales incluyen a la Familia Agavaceae. Estas representan un 

componente ecolégicamente importante de estos ecosistemas. El 75% (198) de las especies de Agave se 

encuentran en México, el 55% son endémicas y muchas de ellas se encuentran en peligro de extincién. 

Agave victoriae-reginae T. Moore, endémica de los estados de Coahuila, Durango y Nuevo Ledn 

(25-27° N, 100-104° ©), se presenta una distribucién discontinua de pequefias poblaciones en “islas”, 

estableciéndose en formaciones de carbonato de calcio sobre paredes verticales, La especie tiene una alta 

demanda ornamental en varios paises y est4 amenazada por colectas para un comercio ilegal. Esto, 

sombinado con la destruccién del habitat debido a la extraccién de material del subsuelo, por ende es uno de 

‘os pocos agaves enlistados en peligro de extincién por las autoridades mexicanas y CITES. El desarrollo de 

sistemas de propagacién y preservacién artificial serian una alternativa viable en programas de conservacién. 

Se usaron isoenzimas para analizar la estructura genética de diez poblaciones de A. victoriae- 

veginae. Se analizaron los niveles de variacién dentro de las poblaciones y diferenciacién entre poblaciones, 

esta informacién fue usada en conjunto con datos ecoldgicos y de fisiologia de semillas para proponer 

estrategias de conservacién mas efectiva para la especie. Se colectaron hojas de 40 plantas por poblacién y se 

analizaron 7 enzimas, representacién de 10 loci (ACP-1, DIA-1,2, EST-1,2, GOT-1, LAP-1, ME-1, PGI-2,3), 

por electroforésis en geles de almidén. Adicionalmente, se estimé la estructura de tamafios, la densidad de 

poblacién y el tamafio de la poblacién usando cuadrantes de 120m”, Se evalus la produccién de semillas por 

planta en campo y el porcentaje de germinacién en invernadero, el resto de semillas se conservaron bajo 

condiciones de refrigeracién. Se valoré la genética e histolégicamente la utilizacién de dos vias de 

regeneracion in vitro de plantas a partir del cultivo de embriones (de semillas) y tallos provenientes de 

plantulas generadas de semillas. 

Agave victoriae-reginae muestra altos niveles de variacién (H, = 0.335) y diferenciacién entre 

roblaciones (Fsr= 0.236). Lo primero sugiriere que la deriva génica no ha jugado un papel importante {ya 

cue al parecer no se ha perdido variacién genética) en la evolucién de la especie y lo segundo muestra que el 

flujo genético entre las poblaciones es bastante limitado, Los indices de fijacién indican una reducida 

endogamia, posiblemente dada por la eficiencia de los polinizadores locales. 

Se encontré una relacién entre las distancias genéticas y geograficas en las poblaciones. El andlisis 

de distancias genéticas, revela que de los tres grupos de poblaciones del este, centro y oeste. Los del este y 

oeste estan més relacionados. La razon de este patron no es completamente clara, pero puede ser debida a que 

estas poblaciones son mds grandes que los grupos del centro. Los tres grupos de poblaciones presentan un 

nivel de diferenciacién similar a aquellos reportados entre especies de otros géneros de plantas, sugiriendo la 

necesidad de realizar otros estudios que puedan conducir a la revisién taxonémica de la especie. 

Los altos niveles de variacién y diferenciacién genética en A. victoriae-reginae representan un real 

desafio en la conservacién, sin embargo, se propone la necesidad de conservar cada poblacién, contemplando 

5300 individuos por poblacién para los casos donde el niimero los supere. 

A partir de plantulas germinadas asépticamente se establecieron cultivos de tallos en presencia de 

reguladores del crecimiento, logréndose plantulas con mediacién de callos organogénicos y embriogénicos. 

Asi mismo, a partir de embriones, en ausencia de fitohormonas, se logré un (clon) cultivo altamente 

regenerativo via indirecta de embriogénesis somatica y directa e indirecta de organogénesis; en forma notable 

estas respuestas se han mantenido durante mas de 8 afios. 

El andlisis de isoenzimas de los regenerantes indicé que eran estables genéticamente. Sin embargo la 

mediacién de callo en la formacién de plantulas puede conducir a una inestabilidad genética a través de 

poliploidfas u otras aberraciones genéticas, sobre todo, cuando la histologia mostré la participacién de un 

gran numero de células en la formacién de los regenerantes. Las evaluaciones sobre la produccién de semillas 

por planta, porcentaje de germinacién (antes y después de dos ajios de refrigeracién) y variacién genética de 

las plantas en campo resultaron ser altos, lo que demuestra que son las semiflas el material biolégico idéneo 

que puede ser usado en el rescate de poblaciones y conservacién de germoplasma.



Summary 

Tae southern region of the North American deserts has a large number of endemic species. Perennial plants, 
ir.cluding those of the family Agavaceae, represent an ecologically important component of these ecosystems. 
About (75% (198)) of the species of the genus Agave are found in Mexico. Approximately 55% of these are 
eidemic and many are endangered. 

Agave victoriae-reginae T. Moore is endemic in the states of Coahuila, Durango y Nuevo Leén (25- 
27° N, 100-104° W), where it has a discontinuous geographic distribution of small island-like populations 
distributed in calcium carbonate formations on vertical walls. The species is in high demand as an 
crnamental plant in many countries and is threatened by illegal commercial collection. This, commercial 
collection combined with habitat destruction due to mining has resulted in this taxon being one of the few 
Agave species listed as endangered by the Mexican government and CITES. The development of artificial 
propagation and preservation systems could be a viable alternative in conservation programs for this species. 

Isozymes were used to analyze the genetic structure of ten populations of A. victoriae-reginae. 
Knowledge of the levels of variation within populations and differentiation among populations could be used 
n conjunction with ecological data and seed physiology to propose more effective conservation strategies for 
che species. Leaves were collected from 40 plants per population and analyzed by starch gel electrophoresis 
for seven enzymes, representing ten loci (ACP-1, DIA-1,2, EST-1,2, GOT-1, LAP-1, ME-1, PGI-2,3). Data 
was collected on size structure, population density, and population size using 120m? plots. We also evaluated 
seed production per plant in the wild and germination percentage in greenhouse, the remaining seeds were 
maintained in refrigeration. We also evaluated genetically and histologically the application of different 
morphogenetic pathways in order to regenerate in vitro plants from seedlings stems. 

Agave victoriae-reginae showed high levels of variation (H. = 0.335) and differentiation among 
populations (F's7 = 0.236). The former suggests that genetic drift has not recently played a prominent role in 
the evolution of the species and the latter suggests that gene flow among populations is quite limited. 
Fixation indices suggest little endogamy, possibly due to the efficiency of local pollinators. 

We found a positive correlation between genetic and geographic distances of these populations. 
Cluster analyses revealed Eastern, Central, and Western groups of populations, with the Eastern and Western 
being most closely related. The reason for this pattern is not entirely clear, but may be related to these 
populations being much larger than the central populations. The three groups of populations display a level 
of differentiation similar to that reported between species in other plant genera, suggesting the need for 
further studies that may lead to a taxonomic revision of the species. 

The high tevels of genetic variation and differentiation in A. victoriae-reginae represent a real 
conservation challenge. It is urgent to try to conserve every single population or at least 5000 
individuals/population in the regions where the number could be higher. in vitro stem cultures were 
established from aseptically germinated seedlings in the presence of plant growth regulators, resulting 
numerous plantlets from organogenic and embryogenic calli. We also obtained and cloned highly 
regenerative cultures following the (indirect) somatic embryogenesis pathway and also the (direct and 
indirect) organogenic one, from zygotic embryo cultures without exogenous auxins or citokinins, These 
growth responses were still active after more than 8 years. 

The histologic analysis of these plants revealed the participation of numerous cells in the origin of 
structures which can be a risk for the genetic stability of this species due to the formation of chimeras and/o 
genetic changes in the callus, Nevertheless, the clone regenerates and their embryogenic or organogenic 
origins are genetically stable according to the isozyme analysis. This morphogenetic competence is 
considered a high genetic response, since no plant growth regulators were required to induce it. The seed 
production evaluations per plant, the percentage of germination (before and at the end of two years in 
refrigeration) and the genetic variation of the wild plants were high, suggesting that the seeds are the ideal 
biological material that could be used for the population rescue and germoplasm conservation of this species. 

ii
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CAPITULO I 

INTRODUCCION GENERAL: 

EVALUACION GENETICA Y DEMOGRAFICA DE Agave victoriae-reginae T. MOORE Y 

APLICACION DEL CULTIVO DE TEJIDOS PARA SU CONSERVACION.
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Evaluacién genética y demografica de Agave victoriae-reginae T. Moore y aplicacién 

del cultivo de tejidos para su conservacion. 

Introduccién general. 

La diversidad bioldgica del planeta esta siendo reducida de una forma acelerada 

como consecuencia directa o indirecta de las diferentes acciones humanas (Frankham 

1995). Un gran numero de especies ya estan extintas y muchas otras estan siendo 

erosionadas genéticamente, a tal grado que para sobrevivir requieren de la intervencién de 

los humanos para optimizar su manejo y asegurar su sobrevivencia (Frankham 1995). 

Programas de biologia de la conservacidn requieren de la intervencién de diversas 

disciplinas (ej. genética, ecologia, horticultura, etc.) para entender la problematica de una 

especie amenazada de extincién y proponer alternativas para su conservacién (Ecker 1989; 

Huenneke 1991; Pavlik et al. 1993; Caro y Laurenson 1994; F-ankham 1995). Como 

introduccién general de la presente investigacién sobre biologia de la conservacién de una 

especie en peligro de extincién, se propuso abordando de forma general los tres incisos 

siguientes: a) variacion genética y extincion, b) conservacion de la diversidad bioldgica, y 

c) Agave victoriae-reginae (antecedentes de la especie en extincidn). 

a) Variacion genética y extincion. La alteracién de los ecosistemas por accion 

antropogénica tiene un impacto directo con la disminucion de individuos, ocasionan 

pérdida de la variacion genética por endogamia y deriva génica (Barrett y Kohn 1991; 

Eguiarte 1990; Eguiarte ef al. 1992), y hace a las especies vulnerables a la extincidn. Estos 

cambios estan ocasionando una reduccidn en el proceso evolutivo de las especies 

(Frankham 1995). Raven (1976) ha estimado que la desaparicién de cada especie vegetal 

puede arrastrar consigo de 10 a 30 especies dependientes (ej. polinizadores, herbivoros, 

simbiontes, vertebrados, parasitos, etc.). Por lo tanto, la diversidad vegetal es un factor 

fundamental que controla la diversidad de otros organismos y la estabilidad de los 

ecosistemas del planeta (Raven 1976). 

La destrucci6n acelerada de la naturaleza esta ocasionando una erosién genética 

desenfrenada dentro de cada especie, reduciendo continuamente el tamafio de las 

poblaciones, por lo que parece inminente para muchas especies se dificulte su conservacién 

nN
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in situ. Dicho de otra manera, no podrén mantener su evolucién natural porque en la 

mayoria de los casos las actividades humanas no permitiran su permanencia en el habitat 

(Caldecott et al. 1996). 

Ante la acelerada destrucci6n de los ecosistemas, resulta necesario evaluar el 

tamafio minimo de una poblacion, que permita mantener la diversidad genética y por ende 

su permanencia y evolucién en el ecosistema reducido (Lande 1988). Se puede esperar que 

especies con baja variacién genética manifiesten su reducida capacidad para hacer frente a 

los cambios ambientales tendiendo con ello a la extincién, pues las poblaciones cada vez 

menores tendran una més limitada variacién genética con un estrecho margen para 

adaptarse ante los cambios (Frankham 1995). Estudios detallados en demografia y 

genética de poblaciones pueden permitir conocer el tamafio minimo de una poblacién, el 

cual podra ser diferente cada una de las especies, para tratar de mantener un equilibrio con 

su entorno y sostener la capacidad de adaptarse y evolucionar (Lande 1988; Barrett y 

Kohn 1991; Eguiarte 1990; Eguiarte er al. 1992; Caro y Laurenson 1994; Frankham 

1995). 

En la actualidad, las diversas actividades humanas son los factores que amenazan y 

generan una extincién masiva de especies (Bye 1993; Caldecott et al. 1996). Las 

extinciones masivas son eventos que se han presentado en el transcurso de la historia de la 

vida del planeta. Paralelo a ello, existen evidencias paleontolégicas de que estos 

fenémenos han dado paso a nuevas formas de vida (Wilson 1989). Entre jas extinciones de 

mayor impacto se registran la de los dinosaurios (65 millones de afios, fin del Cretacico) y 

la extincién de mas del 75% de los animales marinos (240 millones de afios, en el Pérmico) 

(Raup y Septkoski 1982; Wolf 1988). Aunque todas las extinciones del pasado, incluyendo 

el proceso actual donde el hombre es el agente que acelera la extincién de especies 

silvestres, se consideran catastrofes naturales, sin embargo, en la actualidad el hombre en 

su afin de modificar el ambiente silvestre a condiciones artificiales, destruye habitats y 

erosiona a las especies de una manera acelerada, alin sabiendo que este cambio podra 

repercutir en su propia existencia. Esta accion desenfrenada de destruccion de la 

naturaleza por el hombre se le ha llegado a denominar extincién antropogénica (Martin y 

Klein 1984).
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México es considerado entre los cuatro paises con mayor diversidad biolégica 

(Caldecott et al. 1996); basta citar que de plantas vasculares se czIcula que es el habitat de 

unas 30 mil especies que representan alrededor del 12% de toda la flora del planeta 

(Toledo y Ordéfiez 1993; Rzedowski 1993). Esta diversidad esta siendo destruida a tasas 

alarmantes; para el caso de los bosques tropicales la deforestacién se ha estimado a razon 

de una hectdrea por minuto (Vovides 1989). Proceso que se repite fuera de nuestro pais en 

diversas regiones geograficas y de continuar con esta accién destructiva, para el afio 2100 

habrén desaparecido los bosques tropicales del planeta (Soulé 1991). 

(b) Conservacién de la diversidad biolégica. Para la co-aservacion de la 

biodiversidad todas las estrategias pueden ser validas y deben ser exploradas, siempre que 

se apliquen para proteger y conservar a las especies y no atenten con los procesos 

naturales de evolucién (Frankel y Soulé 1981; Vazquez y Orozco 1989). Los sistemas de 

conservacion pueden ser agrupados en dos formas: in situ y ex situ. 

(1) Conservacién in situ. La conservacién de plantas en peligro de extincién en su 

habitat natural en forma de reservas naturales es la via mAs adecuada para mantener a una 

especie, hecho que permite una interaccion estrecha con su entorno y que contintie 

evolucionando en el ecosistema (Barrett y Kohn 1991). Sin embargo, esta aseveracién en 

muchos casos puede ser una paradoja, debido a que en la actualicad la deforestacion y 

destruccién de los ambientes naturales es devastadora, para el caso de bosques tropicales 

los hemos disminuido en més de un cincuenta por ciento de su extensién original (Wilson 

1989). En regiones donde existen asentamientos humanos que viven de una agricultura o 

ganaderia poco productiva y explotan ocasionalmente parte del recurso, el uso sustentable 

de los recursos naturales se plantea como otro sistema de conservaci6n in situ, habitantes 

marginados que por desconocimiento de la potencialidad del recurso natural, lo destruyen 

o contribuyen en su extraccién, panorama que es comitn observar en Latino américa 

(Peters 1994; Caldecott et al. 1996). El establecer programas de desarrollo a través de 

andlisis de ecologia sustentable, que incluye necesariamente la participacién de la 

comunidad rural en la proteccién del ecosistema por los habitantes de escasos recursos de 

la regién, bajo concesiones del uso sostenible de la biodiversidad puede frenar, 

especialmente si se hace con la estricta participacién y supervisidn de instituciones de
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investigacién y/o gubernamentales (Peters 1994; Caldecott er al. 1996; Sayer et al. 1997). 

Bajo este esquema se pueden utilizar los recursos naturales para la alimentacion, 

explotacién forestales, farmacéutica, agricola y sus derivados. En muchas especies en 

peligro de extincién, el uso ornamental que se les ha asignado a nivel internacional, acelera 

su desaparicién, por lo que se debe tener cuidado en el planteamiento a seguir y el que se 

respete y vigile su cumplimiento, estos programas de uso sustentable vinculados con 

sistemas de horticultura, podrian tener un impacto en el beneficio de la naturaleza y en la 

calidad de vida de sus habitantes. Se ha demostrado en varios casos que, entre mas se 

limite el uso del recurso, existe un incremento del saqueo de especies y alteracin del 

ecosistema (Caldecott et al. 1996). 

La reintroduccion de especies nativas en su habitat ha sido aplicada recientemente, 

iniciandose desde la década de los cincuenta, estableciéndose con especies animales (aves y 

mamiferos (Ashton 1988). Para el caso de plantas podria contemplarse desde la década de 

los ochenta, en gran medida este retraso esté fundamentado por los igualmente recientes 

lineas de investigacién en ecologia de poblaciones de especies amenazadas. Entre los 

pocos ejemplos existentes de reintroduccién de plantas amenazadas se encuentran: para 

zonas tropicales, la reintroduccion de especies de orquideas mexicanas propagadas a partir 

de la germinacién asimbidtica de semillas (Martinez-Palacios 1991); en zonas templadas se 

realiz6 con Amsinckia grandiflora a partir de semillas (Pavlik et al. 1993); para 

Cercocarpus traskiae a través de liberar clones (Mistreta 1994); en zonas aridas, desierto 

de Arizona, se reintrodujeron plantas (de semillas) de Mammillaria thornberi (Ecker 

1989). 

(2) Conservacién ex situ. Tal y como se menciono anteriormente, la via mas 

adecuada para la conservacién de la flora es en su ambiente natural (Elias 1986; Barrett y 

Kohn 1991), sin embargo, debido la alteracién continua de los ecosistemas naturales, 

acompafiado por el saqueo de plantas, la introduccion de especies agresivas y de pestes 

entre otros factores, que afectan negativamente la existencia de las especies con su 

entorno, es necesario proponer alternativas de conservaci6n ex situ. 

En programas de conservacién ex situ de la biodiversidad vegetal, los métodos 

pueden ser muy diversos en cuanto a la forma y a la efectividad, sin embargo, es necesario
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utilizar todos los sistemas que permitan conservar la mayor diversidad genética de las 

especies (Frankel y Soulé 1981). 

Se ha sugerido que sistemas artificiales de conservacién como jardines botdnicos y 

arboreta, aplicando programas eficientes de horticultura para maitener sus colecciones 

podrian llegar a participar en la conservacién de especies en peligro de extincidn (Elias 

1986). 

Los jardines botanicos durante muchos afios han sido los mayores centros 

cientificos y de educacion de la riqueza floristica IUCN 1987). Han constituido islas 

artificiales de la diversidad de especies para la conservacién de la variabilidad genética 

(Villa-Lobos 1988). Con mas de 1400 jardines botdnicos en el mundo, pueden convertirse 

en un futuro en las vitrinas del mundo, cubriendo parte de 1a diversidad de plantas (Villa- 

Lobos 1988). 

Entre los sistemas de conservacién ex situ se encuentran los bancos de esporas y 

semillas, aplicable a especies con semillas ortodoxas (que permiten ser almacenadas sin que 

se active la germinacién). Representan sistemas eficientes para conservar por un periodo 

largo una gran cantidad de variabilidad genética, sin sufrir cambios y ocupando un espacio 

teducido (Roberts 1975; Ford-Lloyd y Jackson 1986), pueden establecerse en instituciones 

como jardines botanicos. Sistema de conservacién que actualmente se aplica 

eficientemente en especies agricolas como el maiz por el Centro Internacional de 

Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) en México, entre otras especies en diversos 

paises en desarrollo (Williams 1989). Los embriones de semillas se almacenan a 

temperaturas bajas (de hasta -20°C) y bajos contenidos de humedad (5-8%) dentro de 

frascos sellados herméticamente donde pueden mantener su viabilidad por periodos largos 

(Roberts 1975). Harrington (1972) reporta bajo estas condiciones, sobrevivencia récord de 

158 afios en semillas de Cassia y de 100 afios en Trifolium. Este proceso requiere de un 

mantenimiento continuo de las condiciones de conservacién, por lo general resulta 

costoso, sin embargo, este método se utiliza en instituciones de investigaciones agricolas y 

forestales. 

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales son una herramienta aplicada en la 

conservacion de especies horticolas que pueden acoplarse a especies en peligro de
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extincién (Ford-Lloyd y Jackson 1986; George 1993). Estas técnicas se han aplicado 

eficientemente en la propagacién de un gran numero de especies, utilizando diferentes 

explantes (fragmento de tejido u érgano de una planta), como los meristemos, tallos, 

cotiledones, tejidos haploides, etc., y asi lograr diversas respuestas morfogeneticas. 

Dependiendo del explante y la via morfogenctica de los cultivos, es posible mantener la 

estabilidad o inducir variabilidad genética (Ford-Lloyd y Jackson 1986; George 1993). Los 

métodos usados en la conservacién de plantas in vitro, inducen el minimo crecimiento, 

involucrando tres factores (Ford-Lloyd y Jackson 1986): (1) la alteracién de las 

condiciones fisicas del medio, generalmente relacionado con el uso de temperaturas mas 

bajas a las requeridas en su desarrollo normal. Por ejemplo, la papa, fresa y manzana 

pueden ser almacenadas a 0-6°C y otras como la yuca (Manihot esculenta) y el platano 

(Musa spp.), requieren de temperaturas en un intervalo de 15-20°C; (2) alteracion del 

medio basal, al omitir o reducir un elemento importante en el desarrollo normal de la 

planta; (3) uso de inhibidores 0 retardadores del crecimiento, como el dcido abscisico, o 

compuestos con efectos osméticos, como al sustituir el azicar por manitol o sorbitol. La 

utilizacion de estas técnicas in vitro en programas de conservacién podrian llegar a evitar 

pérdidas de germoplasma por posibles catdstrofes ambientales (Frankel y Soulé 1981). 

Aunque los sitios 0 cémaras de conservacién los descuidos pueden llevar a presentarse 

siniestros como incendios, que en el mejor de los casos no manifieste una pérdida total, 

pero si una reduccién de la variacién genética. 

La criopreservacién podria llegar a ser uno de los sistemas més eficientes para 

conservar germoplasma por tiempo indefinido, almacenando tan solo células de potencial 

embriogenético o tejidos como meristemos. Estos sistemas que permitirian que una gran 

cantidad de individuos ocuparan un espacio muy pequefio durante su conservacion y en el 

momento que se requiriera se regenerarian individuos con genotipo idéntico al donador 

(Kartha 1981, 1982). Sin embargo esta técnica de criopreservacién a temperatura del 

Nitrégeno liquido (-196°C) dista atin de ser aplicada para la preservaciOn por un periodo 

considerable de tiempo, pues la viabilidad de las células y tejidos disminuyen 

considerablemente; en promedio el almacenaje ha sido registrado por periodos de meses 

hasta de dos afios (Bajaj 1981; Yamada ef al. 1991). Se requiere de mds investigacion para
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llegar a aprovechar su verdadero potencial en la criopreservaciér. de germoplasma vegetal 

como ciertamente es posible en algunos tejidos animales, particu‘armente con esperma 

(Ford-Lloyd y Jackson 1986; George 1993). 

El! almacenamiento criogénico de semillas in vitro, en un futuro podria ser otra 

alternativa para preservar por periodos largos patrones de variacién genética natural 

dentro de muestras de poblaciones (Ashton 1988). Integrando sistemas de bibliotecas de 

ADN, los cuales son probablemente las formas mas estables pare. almacenar informacién 

genética (Ashton 1988), aunque por el momento este sistema no permite la regeneracién 

de un individuo a partir de unicamente el ADN. Sin embargo, ya se practica la 

criopreservacién de gametos y células de animales exdticos (en peligro de extincién), para 

en unas décadas intentar implantar el genéma en animales domésticos (Dresser 1991; 

Kumamoto et al, 1991). ane 

Otro sistema de conservacién ex situ puede ser posible utilizando diferentes 

programas, como los aplicados para la conservacién de germoplasma con potencial y uso 

agricola, donde se han establecido parcelas o viveros por lo general en el pais que se 

presenta la mayor diversidad y/o uso del recurso, utilizando cultivos intensivos aplicables a 

las especies recalcitrantes, donde se carece de semilla biolégica su estado fisiolégico de 

desarrollo se semilla a plantula es inmediato y no permite ser almacenada, siendo el caso 

de muchas especies tropicales. En el Centro Internacional de la Papa (CIP) en Lima Pertt 

entre muchos otros centros internacionales que la Organizacién de la Agricultura y 

Alimentacién (Food and Agriculture Organization, FAO) conse:-van regionalmente 

especie(s) silvestre(s), asi como variedades agricolas mejoradas genéticamente para la 

alimentacién y desarrollos regionales (Ford-Lloyd y Jackson 1936; Williams 1989). 

Sistema que al igual que las semillas podrian ser parte de progremas de conservacion de 

jardines botanicos. 

El conocimiento teérico practico hasta el momento estalslecido para la 

conservacién de germoplama bajo condiciones in situ y ex situ, podria ser de fundamental 

importancia para evitar la extincién de especies silvestres amenazadas. En México casi 

cualquier especie resulta “terreno virgen”, para ello, Agave victoriae-reginae es un 

ejemplo.



Cap. 1. Introduccién general 

¢) Agave victoriae-reginae T. Moore, Agavaceae. El clima de diversas regiones aridas de 

Norte América ha estado sujeto a continuas fluctuaciones durante el ciclo glacial- 

interglacial del Pleistoceno, lo que sugiere que pudo haber dado las condiciones para 

establecerse un escenario de evoluciones aceleradas, flujo e intercambio de genes y 

aislamientos geograficos generando pequefias y dispersas poblaciones, regiones ricas en 

especies y endemismos (Burgess 1985). Sin embargo, estudios pioneros muestran que ésta 

riqueza se gesté desde el Terciario Medio o antes (Rzedowski 1962). Particularmente, las 

zonas dridas de México son las que ejemplifican estos cambios evolutivos, dando origen a 

una gran diversidad de especies, fendmeno que se puede constatar en dos de las Familias 

con mayor representacién: Cactaceae y Agavaceae. En esta ultima se ejemplifica este 

fenémeno de evolucién, sefialando a México como centro de origen y variacién (Gomez- 

Pompa 1963; Rzedowski 1993). Aunque existen pocos estudios sobre genética y ecologia 

en estas especies, estudios a nivel cromosémico sugieren que la variacién en agaves es 

debida, principalmente a cuatro factores: (a) elevado nimero cromosdémico, (b) fenémeno 

de poliploidia, (c) introgresiones o hibridacién con otras especies € inclusive con hibridos, 

y (d) a la apomixis 0 variacién por reproduccién vegetativa (por hijuelos y/o propagulos 

de la inflorescencia) en especies carentes o con una limitada reproduccién via sexual 

(Gomez Pompa 1963; Gentry 1982). 

El género Agave, se cree que se originé en los desiertos de México y es aqui donde 

se diversificé taxonémica y morfolégicamente (Rzedowski 1991a, 1993). El 75% (198) de 

las especies de este género se encuentran en México, de las cuales el 55% son endémicas 

(Garcia-Mendoza 1995). 

Agave victoriae-reginae T. Moore es una especie de Agavaceae del subgénero 

Littaea, endémica de México, con una distribucién limitada a zonas de los estados de 

Coahuila, Durango y Nuevo Leén, entre los 100°-104° longitud oeste y 25°-27° latitud 

norte. Se encuentra restringida a afloramientos de carbonato de calcio, usualmente sobre 

paredes verticales, lo cual le confiere una distribucién discontinua o en “islas” (Gentry 

1982). 

Los factores antropogénicos que alteran a las poblaciones silvestres de A. 

victoriae-reginae son principalmente de dos tipos: (a) la colecta de plantas y semillas para



Cap. 1. Introduccién general 

su comercializacion como ornamental, alcanzando un alto valor comercial en el mercado 

internacional; y (b) la destruccion del habitat natural (paredes), del cual se extrae mineral 

por compafiias cementeras y marmol en roca. Por su endemismo y su critica situacion ha 

sido catalogada en peligro de extincién por autoridades del pais (Anénimo, 1994) e 

internacionales (CITES, 1995). CITES inscribe a esta especie como el agave mas 

amenazado en México, incluido en el Apéndice II (CITES, 1995). 

Posicién taxonémica de Agave victoriae-reginae T. Moore (Dahlgren et al. 1985 desde 
supra género y Gentry 1982 desde género). 

Division: Angiospermae 

Clase: Liliopsida 

Subclase: Liliidae 

Orden: Asparagales 

Familia: Agavaceae 

Subfamilia: Agavoideae 

Género: Agave 

Subgénero: Littaea 

Grupo: Marginatae 

Especie: A. victoriae-reginae T. Moore (1875) 

Sinonimias: Agave consideranti Carr. (1875) 

Agave fernandi-regis Berger (1915) 

Agave nickelsii R. Grosselin (1895). 

Descripcién taxondémica (tomado de Gentry 1982). Plantas variables, pequefias, 

compactas, solas a cespitosas, tallos cortos sin ramificaciones. Hojas cortas, verdes con 

lineas blancas, conspicuas, generalmente estrechamente imbrizadas, de 15-20 cm de largo 

(menos de 25 cm) x 4-6 cm de ancho, linea ovalada, redondeada en el apice, rigido, 

grueso, plana a céncava en la parte alta, redondeada a afilada en la parte inferior de la 

quilla; margen blanco, endurecido, sin dientes, 2-5 mm de ancho, continuo hasta la base; 

espinas terminales 1-3, 1.5-3 cm de longitud, triangular-cénica, subuladas, muy anchas en 

10
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la base, con una ranura ancha en la parte superior, quilla negra, redondeada en la parte 

inferior. Inflorescencia espigada, 3-5 m de alto, erecta. Flores de manera densa de la mitad 

hacia el dpice, el pedtinculo con brdcteas cartaceas, flores en pares o triadas, sobre 

pedicelos cortos de 40-46 mm de longitud, con diversos colores, los tépalos y estambres 

frecuentemente matizados de rojo o purpura. Tépalos de 18-20 x 5-6 mm, lineares, 

apicalmente redondeados, extendidos, los filamentos cerrados al término de la antesis y 

erectos, el interior fuertemente aquillado. Estambres con filamentos de 45-50 mm de 

longitud, insertados sobre un tubo circular; anteras 18-21 mm de longitud, amarillas o 

bronceadas, céntricas 0 excéntricas. Ovario 18-24 mm de longitud, fusiforme, con cuello 

corto, tubo poco profundo, extendido, 3 x 8-10 mm; Frutos ovoides a oblongas, de 17-20 

x 10-13 mm, redondeadas en la base, apiculadas. Semillas 3-5 x 2.5-3.5 mm, hemisféricas 

a lacrimiformes, venoso sobre !as caras, el margen alado. 

Aunque dentro de los objetivos de la presente investigacién no se contempls la 

posible diferenciacién taxonémica entre las poblaciones, se observaron algunas 

saracteristicas taxondémicas que differen a la poblacién del Neotipo (20-27 km NE de 

Saltillo Coah.) descrito por Gentry (1982). Esta poblacién difiere de las dos poblaciones 

vecinas de los alrededores de la Ciudad de Monterrey, N. L. En las plantas de la poblacién 

ubicada al N del estado de Nuevo Ledn, presenta una sola espina terminal, con forma 

acicular, cardcter que se observé en las plantas de las localidades colectadas, las hojas 

‘sresentan una concavidad marcada, tendiendo a la interseccién de las puntas en el apice de 

‘a planta. En las poblaciones al Norte de Coahuila, la espina terminal y la linea blanca 

tienden a desaparecer, presentandose en la mayoria de los casos en forma reminiscente, a 

diferencia de la poblacién 3 donde las hojas tienden a ser radiales al tallo, la linea blanca 

muy marcada. Lo anterior, sugiere la necesidad de revisar la taxonomia para las diferentes 

poblaciones. 

sos de los agaves. Los agaves representan para las zonas aridas y semidridas un recurso 

cuyo uso, en algunos casos se remonta a 7000 afios a.C. Entre los usos mas importantes 

«que han trascendido su aplicacién local, podemos describir su empleo en: (a) La 

zlimentacién, contempla diversas formas de preparacién, desde el cocimiento de tallos, en 

tornos en los cuales se introducen los tallos con rocas incandescentes, sellandolos para



Cap. I. Introduccién general 

evitar la pérdida de humedad, una vez cocida la “pifia” es cortaca en trozos para ser 

consumida o almacenada (Granados 1993; Nobel 1994); otro uso alimenticio es la 

extraccién de aguamiel directamente de la secrecién de savia del tallo o su fermentacién 

por almacenaje (Gentry 1982; Granados 1993). En otros casos, la fermentacién alcohdlica 

se desarrolla directamente del uso de tallos para la produccién ce mezcal, el cual ha 

llegado a tal magnitud de industrializacién que actualmente se distribuye a nivel mundial 

(Gentry 1982; Granados 1993; Nobel 1994); (b) La fabricacién de textil: es otro uso 

importante de diversas especies en zonas 4ridas; donde se aprovechan las fibras de las 

hojas para generaran hilos, cordeles y tejidos con diversas aplicaciones (Gentry 1982; 

Granados 1993; Nobel 1994); y (c) Diversas aplicaciones locales: como fuente de 

medicinas, de papel, para preparacién de alimentos, adornos, etc. (Gentry 1982; Granados 

1993; Nobel 1994). El uso adecuado que se les da a un gran nimero de especies silvestres 

nativas, le ha permitido al humano adaptarse y sobrevivir en un ambiente hostil 

aprovechando al maximo sus recursos (Gentry 1982; Granados 1993). 

Uso del Agave victoriae-reginae (llamada regionalmente Noa). La informacién 

fue obtenida de habitantes de las diferentes regiones donde se distribuye la planta, a través 

de encuestas locales realizadas durante el recorrido de las dos salidas al campo. Los 

pastores ocasionalmente consumen el quiote, masticandolo y extrayéndole los azicares. En 

los alrededores de la Ciudad de Saltillo, que presentan un ambiente de loma, se observaron 

las plantas de Noa mas robustas de la especie, con pencas grandes y vigorosas, se 

encontraron plantas con los diametros mayores (mas de 70 cm); de estas plantas se 

tomaron muestras de hojas para el estudio isoenzimatico. El Sr. Roberto Landeros, 

ganadero de la region SE de Saltillo, relaté que en su nifiez y adolescencia fue pastor y 

recorria continuamente todas las lomas. Nos informé sobre las localidades de distribucién 

de la Noa, de su abundancia y que hace més de 40 afios se les extraia fibra para producir 

cuerdas o reatas para los “caballerangos” (jinetes que empleaban la cuerda para lazar 

ganado vacuno y caballar), indicando que eran de mejor calidad que la generada de Agave 

lechuguilla. En los alrededores de la Comarca Lagunera, procesan plantas de Noa a nivel 

doméstico para obtener dulce horneado (Eduardo Blanco, comunicacién personal), 

posiblemente ante la falta del dulce de mezcal importado del estado de Jalisco. El uso 
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ornamental de la Noa alcanzé un nivel internacional (Martinez-Palacios, 1991), su 

prohibicién y la falta de sistemas de propagacién presentan que actualmente el mercado 

internacional ofrezca 200 délares por planta (S. Franco, com. pers.). En la demanda 

existente, se cuentan con documentos de caracter oficial con fecha 1985 y1986 sobre 

permisos de exportacién de hasta 100 mil plantas de Noa, la cual se exportaba a los 

Estados Unidos por el estado fronterizo de Texas (Martinez-Palacios 1991). Y de manera 

extraoficial, se ha sabido de ofrecimientos de compra por viveristas Australianos de plantas 

de Noa adultas hasta por un costo de 200 délares por planta. 

En este trabajo se estudiaron diferentes aspectos de biologia de la conservacién de 

Agave victoriae-reginae (Agavaceae), especie endémica del desierto Chihuahuense y en 

oeligro de extincién. Se abordaron entre otras areas, genética y ecologia de poblaciones, 

erminacién y conservacién de semillas y propagacidn por cultivo de tejidos. Aspectos que 

en forma integrativa permitieran aportar informacion para proponer alternativas para su 

conservacion, por lo cual se plantearon los siguientes objetivos generales: 

(1) Aportar informacién y determinar la estructura genética de las poblaciones de la Noa 

(A. victoriae-reginae) a partir del andlisis electroforético de isoenzimas en plantas 

silvestres, con la finalidad de conocer el estado de variacién genética dentro y entre las 

poblaciones estudiadas. 

(2) Evaluar algunos pardmetros ecolégicos estaticos en 10 poblaciones silvestres de la 

Noa, para determinar el estado de alteracién y algunos aspectos de reproduccion de la 

especie, que permitan en forma integral con los factores genéticos proponer alternativas 

fara su conservacion in situ. 

(3) Iniciar la conservacién de semillas ex situ con la finalidad de investigar factores 

involucrados en su conservacion. 

(+) Desarrollar un método de propagacién por cultivo de tejidos vegetales que demuestre 

que es viable para la estabilidad genética en el rescate de genotipos erosionados y para 

lograr una produccién masiva de plantas de esta especie, abasteciendo la demanda del 

mercado para reducir la colecta ilegal con fines comerciales de semillas y plantas silvestres. 

(£) Hacer disponible esta informacion como elementos de la biologia de la conservacién de 

Azave victoriae-reginae, para establecer su conservaci6én y aprovechamiento sustentable.
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ABSTRACT 

Long-lived perennials are a species-rich, ecologically important component of the 

North American deserts, yet we know little about their genetic st-ucture, information 

important for their conservation. Agave victoriae-reginae is an endemic of the Chihuahuan 

Desert of northern Mexico that is endangered by collection for the ornamental trade. We 

examined levels and patterns of variation at ten polymorphic isozyme loci in ten populations 

representing the range of the species. Levels of genetic variation (mean H, = 0.335) and 

differentiation (mean Fs7 = 0.236) were high. Phenetic clustering suggested the existence of 

at least three distinct groups of populations that may represent separate species or 

subspecies. If this pattern of variation is representative of other long-lived desert perennials 

it may explain the species richness of this group and will pose a rzal challenge to gene 

conservation efforts. 

Key words: Agave, isozyme, conservation.
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Long-lived perennials are a species-rich, ecologically important component of 

deserts, particularly in Mexico, where they display high levels of endemicity (Gentry, 1982; 

Rzedowski, 1993; Garcia-Mendoza, 1995; Hernandez and Barcenas, 1995, 1996). They are 

also very susceptible to human-caused disturbances and, consequently, the rate of loss of 

these communities is very high in Mexico (Bye, 1993). Knowledge of the genetic structure 

of desert plants is central to understanding their evolutionary dynamics and to conservation 

strategies (Eguiarte et al., 1992), but we know relatively little about the population genetics 

of long-lived desert perennials. 

In the deserts of North America, Agavaceae are a dominant family with very high 

species diversity and endemicity, and many endangered species. For example, 75% (198 

species) of all Agave species are found in Mexico, 55% of which are endemic (Garcia- 

Mendoza, 1995). Virtually nothing, however, is know about their genetic structure. The 

only reported study of the population genetic structure of an Agave focused on testing the 

optimal outcrossing hypothesis and provided no information on broad scale patterns of 

genetic variation (Trame et al., 1995). 

Agave victoriae-reginae T. Moore is an endemic species of subgenus Littaea found 

only on limestone outcrops, usually on vertical walls, in very localized populations in the 

northern Mexican states of Coahuila, Durango, and Nuevo Leon (Gentry, 1982; Fig. 1). The 

species is diploid (2n =60; Bhattacharyya, 1968) with low levels of clonality (Gentry, 1982). 

It is one of the most popular ornamental Agave species and large plants command high 

demand in many countries (Martinez-Palacios, 1991). Hence, the rate of illegal and 

uncontrolled collection for commercial trade has been very high, leading it to be one of the 

few Agave listed as endangered by the Mexican government (Anonymous, 1994) and CITES 

(C-TES, 1995). 

We used isozymes to examine genetic structure of A. victoriae-reginae throughout 

its known distribution. We were particularly interested in levels of variation within 

populations and differentiation among populations, information that will be used in 

corjunction with ecological and demographic data to propose an integral conservation 

strategy for the species.
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MATERIALS AND METHODS 

We collected an intermediate green leaf from each of app coximately 40 adult 

individuals in each of ten populations, representing the full geographic range of A. victoriae- 

reginae (Figure 1, Table 1). We tried to sample the entire area of each population, choosing 

the larger non-reproductive (as the plants are monocarpic) healthy individuals. This sampling 

procedure apparently does not affect survival or reproduction of the individuals (Martinez- 

Palacios, 1998). A 2 x 2 em piece of the base of each leaf was stored in liquid nitrogen and 

transported to Mexico City, where the samples were then stored at -80°C. 

Standard methods of starch gel electrophoresis were followed (Soltis et al., 1983). 

Leaves were macerated with an electric drill, using 10-15 drops of an extraction buffer 

composed of a 3:1 mixture of the Veg II buffer of Pitel and Chelak (1984) and the buffer of 

Yeh and O’Malley (1980). The extract was adsorbed on 12 x 1. mm chromatographic 

paper wicks and stored at -80°C until electrophoresis. 

Isozymes were separated by electrophoresis at 60 mA for 6-7 h on 12% starch gels 

(450 ml). We used the LiOH buffer 8 of Soltis et al. (1983), with gel buffers of two different 

pHs. We analyzed diaphorase (E.C. 1.6.4.3, DIA, two loci), esterase (E.C. 3.1.1.1, EST, 

two loci), leucine aminopeptidase (E.C. 3.4.11.1, LAP, one locus), and phosphoglucose 

isomerase (E.C. 5.3.1.9, PGI, two loci) at pH 7.6 and glutamate oxaloacetate transaminase 

(E.C. 2.6.1.1, GOT, one locus), malic enzyme (E.C. 1.1.1.40, ME, one locus), and acid 

phosphatase (E.C. 3.1.3.2, ACP, one locus) at pH 8.0. Enzyme stain recipes were those of 

Soltis et al. (1983). 

The fastest migrating loci and alleles were designated 1, followed by 2, 3, etc. For 

each population, we estimated the proportion of polymorphic loci (P), expected 

heterozygosity (H-), the mean (4) and effective (A-; Hedrick, 19:33) numbers of alleles per 

locus, and the average fixation index (F). We used X’ tests to test for deviations from 

genotypic frequencies expected under Hardy-Weinberg equilibrium (Snedecor and Cochran, 

1967) and for heterogeneity of allelic frequencies among populations (Workman and 

Niswander, 1970). When the expected number of individuals in < class was less than 1, we 

bulked the least common alleles until all classes had an expected number of at least 1. When
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bulking of alleles did not meet this goal, we did not perform the test because it was 

considered unreliable (Snedecor and Cochran, 1967). We used Bonferroni’s method to 

achieve an experiment-wide o of 0.05 (Weir, 1990). 

Wright’s (1965) F statistics were estimated using Weir and Cockerham (1984), using 

a ‘nodified version of Weir’s (1990) program (Alvarez-Buylla et al., 1996). From the F'sr 

values, we estimated Nm [(1/Fsr)-1]/4(t/n-1)"], where n is the number of populations; Crow 

and Aoki, 1984) and an indirect estimate of the neighborhood effective population size in a 

stepping stone migration model (N; = 27Nm; Slatkin and Barton, 1989; Eguiarte et al., 

1993). We tested the hypothesis of an isolation by distance pattern of genetic differentiation 

(Slatkin, 1993) by estimating the Nm value for each pair of populations from their pairwise 

estimate of F sr, defined as M (=[(1/Fsr)-1]/4; Slatkin, 1993), and plotting the logarithm of 

against the logarithm of the geographic distance (Slatkin, 1993, 1994). If the population 

follows an isolation by distance migration model, the slope of the graph should be -1.0 for 

linzarly distributed populations and of -0.5 for the case of gene flow in two dimensions 

(Slatkin, 1993, 1994). Phenetic clustering of the populations was performed using Nei’s 

(1078) unbiased genetic distances and the UPGMA algorithm (Sneath and Sokal, 1973). 

We estimated population sizes to examine whether they were related to measures of 

genetic variability. In population 1-3 and 5-8 we counted the number of plants in one to five 

121) m’ plots. The density figures obtained from these plots were then multiplied by the total 

area of the population to estimate population size. We were unable to sample plots in 

populations 4, 9, and 10; for those populations we used the mean density of the other 

populations to estimate population sizes. 

RESULTS 

The ten assayed loci were polymorphic, with an average of 2.2 alleles per locus and a 

mean effective number of alleles per locus of 1.5 (Tables 1, 2). On average, 83% of the loci 

were polymorphic in each population and mean expected heterozygosity was 0.335 (Table 

1). Levels of heterozygosity were not correlated with the number of individuals in the 

populations nor with other ecological characteristics (Table 1). Fixation indices varied
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widely among populations (Table 1). Of the 58 valid tests for deviation from genotypic 

frequencies expected under Hardy-Weinberg equilibrium, 16 incicated a significant 

deficiency of heterozygotes and 7 indicated a significant excess (o.’= 0.0009 to maintain an 

experiment-wide a of 0.05; Tables 1, 3). 

Average Fis estimates varied widely among loci, but the average was not significantly 

different from zero (Table 3). Allelic frequencies differed significantly (p<0.0001) among 

populations at all loci, except Pgi2 (p = 0.009, «’=0.005 to maintain an experiment-wide a 

of 0.05; Table 2) and the mean Fsr estimate was high (0.236) arid significantly different from 

zero (Table 3), indicating a high level of differentiation among populations. 

Estimates of Nm (1.82) and Nb (11.44), obtained from #sr, were both relatively low 

(Table 3). There was a negative relationship between geographic distance and the pairwise 

estimated gene flow (Fig. 2), with a slope of -0.469, very close to the theoretical value of 

-0.5 for the two dimensional gene flow isolation by distance predictions (Slatkin, 1993, 

1994). The r’ was relatively high, 0.213, indicating that there a significant relationship 

between genetic and geographic distances between populations, but the significance is 

difficult to estimate, due to the non-independence of the data. Hellberg (1996) has suggested 

the use of the number of populations as the degrees of freedom. If we use the total number 

of data points p<0.0014, while if we use the number of populations, p>0.05. In general, 

estimated gene flow (M) was higher than 1 between populations separated by less than 100 

km, indicating little genetic differentiation, whereas populations separated by more than 100 

km were genetically quite different. 

Genetic distance was relatively high between all pairs of populations (mean D = 

0.182) and the phenogram showed striking differences among groups‘of populations, with at 

least three clusters of clearly differentiated populations (Fig. 3) The central populations (4, 

5, 8, 9, 10) formed a clear cluster (average D = 0.091) that was very different from the other 

cluster, which included two groups, one with the eastern populations (1, 2, 3; average D = 

0.097) and the other with the western populations (6, 7; D = 0.025). The average genetic 

distances between the central and eastern populations was 0.211, between the central and 

western populations 0.250, and between the eastern and western populations 0.189.
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DISCUSSION 

Agave victoriae-reginae displays high levels of genetic diversity, both at the 

population and species levels, and high levels of differentiation among populations. The 

fixation indices indicate that there is relatively little inbreeding in the populations, possibly 

lue in part to pollinator efficiency, presumably bees, hummingbirds, bats, and moths 

(Gentry, 1982). The high levels of genetic variation are consistent with the relatively large 

population sizes (Martinez-Palacios, 1998) and suggest that the populations have not 

experienced a recent bottleneck. They are also consistent with findings for other long lived 

plants (Hamrick and Godt, 1989; Eguiarte, Pérez-Nasser, and Pifiero, 1992). In contrast, the 

high levels of interpopulation differentiation are not consistent with results from most other 

studied long lived perennial plants, which usually have very low levels of genetic 

lifferentiation, as measured by isozymes (Eguiarte, Pérez-Nasser, and Pifiero, 1992; 

Hamrick et al., 1992). 

The few studies of population genetic structure of long-lived desert perennials have 

vielded varying results. In the Cactaceae, one of the other major family of the North 

“American deserts, the tetraploid Echinocereus engelmannii var. munzii of southern 

(California, displays high levels of genetic variation within populations, but low 

differentiation among populations (Neel, Clegg, and Elistrand, 1996). The columnar cactus 

Lophocereus schottii of southern Arizona also displays high levels of genetic variation both 

at the species (H = 0.145) and population (average H = 0.126) levels, with substantial 

differentiation among subpopulations (Gsr = 0.130) and an excess of heterozygous 

individuals (Fis = -0.187) (Parker and Hamrick, 1992). In contrast, Washingtonia filifera 

(Arecaceae), a long-lived desert monocotyledon of southern California, displays very low 

‘evels of genetic variation (H = 0.008) and very little differentiation among populations (Gsr 

= 0.023; McClenaghan and Beauchamp, 1986). Keys and Smith (1994) found little 

differentiation (Fsr = 0.07) among three populations of the pioneer dicotyledon tree 

Prosopis velutina (Fabaceae) in southeastern Arizona. 

The relatively high levels of differentiation observed among populations of A. 

tictoriae-reginae could have arisen by high levels of genetic drift, mutations occurring over
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a very long period since the populations were separated, and/or local selection on the 

isozyme loci or linked loci. The relatively high levels of variation observed in all populations 

and their relatively large total estimated population sizes (Martinez-Palacios, 1998) suggest 

that drift has not played a strong role recently, although it could have lead to differentiation 

in the distant past, followed by a recovery of variation. Our data do not permit us to make 

inferences about selection on the isozyme loci nor linked loci, but the outcrossing breeding 

system makes genetic linkage less of a factor and there are relatively few well-documented 

examples of selection on isozyme loci (Mitton, 1994). Despite a lack of detailed information 

on pollen and seed dispersal in A. victoriae-reginae, preliminary data suggest that it is 

predominantly pollinated by bees, which would be unlikely to fly the relatively long distances 

that separate the populations. This lack of gene flow would reinforce interpopulation 

differentiation. 

In general terms, Agave victoriae-reginae displays a pattern of isolation by distance 

in two dimensions (Slatkin, 1993, 1994), Nevertheless the fit is not perfect, as the eastern 

and western populations are more similar to each other than to tke central populations. The 

reason for this pattern of genetic differentiation is not clear and a more complete 

understanding of the geological and paleoclimatic conditions of te central Chihuahuan 

desert will be needed to understand the evolution of A. victoriae-reginae. Although isolation 

by distance was demonstrated in seagulls (Slatkin, 1993), it was not detected in the tropical 

tree Cecropia obtusifolia (Alvarez-Buylla and Garay, 1994) nor the temperate perennial 

herb Aquilegia sp. (Strand, Milligan, and Pruitt, 1996). 

We found at least ten populations of A. victoriae-reginae, most with high numbers 

of individuals (Martinez-Palacios, 1998), but the taxon remains endangered. Populations 

growing on flat limestone outcrops have almost all been eradicated by collection for trade 

and the only healthy populations are now found on almost inaccessible sites on limestone 

walls of canyons (Martinez-Palacios, 1998). In the few remaining easily accessible 

populations (mainly growing on hills), commercial collection has decreased drastically in 

recent years because of stricter enforcement of collecting regulations and because the plants 

are now so rare as to make collection economically impractical. Their infructescences, 

however, are almost always removed to propagate the plants from seeds. Given the low 

10
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frequency of clonal recruitment in the species, this practice is potentially dangerous because 

each plant flowers only once after many years of life (e.g., Agave horrida, another member 

of subgenus Littaea, takes 30-70 years to attain reproductive size; L. E. E., unpublished 

data) and complete removal of the infructescence eliminates recruitment. 

The high levels of differentiation among populations of Agave victoriae-reginae 

represents a real conservation challenge. In addition, we must consider the fact that 

isozymes often underestimate the levels of interpopulation differentiation for adaptive traits 

critical to the survival and reproduction of plants (Furnier et al., 1991). Ex situ conservation 

would be very difficult due to the need to maintain many large independent breeding 

populations to represent adequately the high amounts of diversity present in each of the very 

different natural populations. The long reproductive cycle could also be a complicating 

factor. 

The levels of differentiation between populations of A. victoriae-reginae are 

comparable to those observed among different subspecies or even species in many plant 

genera (Crawford, 1983). Thus, the three distinct groups of populations shown by the 

phenogram may actually represent distinct species or subspecies and this potential taxonomic 

stricture should be taken into account in the design of conservation strategies. The genetic 

distances between populations indicate significant differentiation among populations even 

within these groups. Although we do not have detailed information on the pollinators of this 

species, the geographic distances between populations suggest that gene flow between them 

is unlikely and that each population is likely an evolutionarily independent unit meriting 

conservation efforts. If levels of genetic differentiation as high as those found in A. 

victoriae-reginae are common in desert plants, it would help explain the high species 

diversity of desert plant families, such as the Agavaceae and Cactaceae, and would suggest 

that conservation of the genetic diversity of desert plant species will be a very difficult 

enceavor. 
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Table 2. Allele frecuencies of 10 polymorphic loci for 10 populations of Agave victoriae-reginae and x’ 

test for heterogeneity in allelic frequencies among populations (Workman & Niswander 1970). 

Population 

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Locus/ 

Allele 

| Lap| 

| 1 0.044 0.026 0.128 0.047 0.042 0.036 0.116 0.194 0.179 

2 0.489 0.974 0.872 0.953 0.222 0.274 0.221 0,806 0.411 1.000 

3 0.467 0.736 0.690 0.663 0.411 

} 0.144 0.197 0.220 0.143 0.208 0.337 0.128 0.086 0.093 

2 0.411 0.724 0.780 0.381 0.264 0.489 0.500 0.914 0.198 1.000 

, 3 0.444 =0.079 0.476 0.528 0.174 0.372 0.709 

Dial 

1 0.052 0.167. 0.290» -0.286 = 0.614 :0.616 = 0.375 «0.202 0.148 

2 1.000 0.948 0.833 0.710 0.714 0.386 0.384 0.625 0.798 0.852 

Dia2 

1 0.017 0.564 0.581 0.543 0.487 0.581 0.479 0,798 0.638 

2 1,000 0.983 0.436 0.419 0.457 0.513 0.419 0.521 0.202 0.362 

4cp2 

1 0.176 0.128 0.159 0.886 0.846 0.024 0.859 0.875 0.959 

2 0.824 0.872 0.841 0.114 0.154 1.000 0.976 0.141 0.125 0.041 

 



Tabla 2. continued 

Locus/ 

Allele 

Est\ 

0.957 

0.043 

0.367 

0.633 

0.024 

0.369 

0.607 

0.932 

0.068 

0.267 

0.678 

0.056 

0.987 

0.013 

0.133 

0.867 

0.286 

0.714 

0.614 

0.343 

0.043 

0.673 

0.327 
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0.872 

0.128 

0.083 

0.917 

0.500 

0.500 

0.890 

0.110 

0.622 

0.268 

0.110 

0.946 

0.054 

0.100 

0.900 

0.314 

0.686 

0.698 

0.302 

0.163 

0.640 

0.198 

Population 

5 

1.000 

0.423 

0.577 

0.458 

0.542 

0.764 

0.236 

0.069 

0.681 

0.250 

18 

0.012 

0.860 

0.128 

0.464 

0.536 

0.489 

0.511 

0.648 

0.352 

0.100 

0.550 

0.350 

1.000 

0.171 

0.829 

0.488 

G.512 

0.695 

0.293 

0.012 

0.093 

0.744 

0.163 

1.000 

0.354 

0.646 

0.031 

0.281 

0.688 

0.578 

0.422 

0.250 

0.656 

0.094 

1.000 

0.083 

0.917 

0.024 

0.310 

0.667 

0.650 

0.313 

0.038 

0.035 

0.919 

0.047 

10 

1.000 

0.071 

0.929 

0.200 

0.800 

0.700 

0.300 

0.162 

0.811 

0.027
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Cap. 2. Conservation genetics of the endangered endemic A. victoriae-reginae in the Chihuahuan desert 

Figure 1. Location of ten sampled populations of Agave victoriae-reginae in the 

Chihuahuan desert of northern Mexico. 

Figure 2. Least-squares regression of inferred gene flow (M, individuals/generation) on 

geographical distance (km) between all pairwise comparisons of ten populations of Agave 

victoriae-reginae. 

‘Figure 3. UPGMA phenogram based on Nei's unbiased genetic distances between ten 

populations of Agave victoriae-reginae estimated from ten polymorphic allozyme loci 
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CAPITULO III 

ESTRUCTURA POBLACIONAL Y CONSERVACION DE SEMILLAS DE Agave 

victoriae-reginae T. MOORE (AGAVACEAE), ENDEMICA Y EN PELIGRO DE 

EXTINCION.
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Estructura poblacional y conservacién de semillas de Agave victoriae-reginae T. 

Moore (Agavaceae), endémica y en peligro de extincién. 

Introducci6n 

Ecologia de poblaciones. La ecologia de poblaciones es el estudio de los tamafios 

de las poblaciones de plantas y animales y de los procesos particularmente bioldgicos, 

cuando éstos determinan los tamafios (Begon y Mortimer 1986). Una poblacion esta 

constituida por un cimulo de individuos con alta probabilidad cle aparearse entre si en 

comparaci6n con la probabilidad de aparearse con un miembro de alguna otra poblacién 

(Pianka 1982). Los individuos dentro de una poblacién recurren a la reproduccién sexual, 

mezclando sus genes en cierto grado y formando poblaciones mendelianas verdaderas 

(Pianka 1982). 

En biologia de la conservacién, los aspectos ecolégicos de importancia inmediata 

para la conservacion de especies en peligro de extincién podria enmarcarse en factores 

estaticos poblacionales: ej. la densidad, la estructura de edades, el tamafio de la poblacién, 

la variacién genética, y la reproduccién. Estos factores pueden proporcionar informacion 

sobre el estado de alteracion de las poblaciones y permitir proponer alternativas para su 

conservacion. 

La densidad, que describe a los individuos por unidad de area o de volumen, es 

usada en conjunto con el area de distribucién para definir el tartafio de la poblacion 

(Ricklefs 1984), La estructura de edades (o en su defecto la estructura de tamafios) indica 

las proporciones de sus miembros que pertenecen a cada clase de edades (0 de tamafios) 

(Pianka 1982). 

La reproduccién en plantas puede ser de dos tipos: sexual (genet) y asexual 

(ramet). La proporcién de estos pueden jugar un papel importante en la evolucién o 

extincién de la poblacién, (Harper y White 1974; Pianka 1982). Las formas genets son la 

fuente de variacién genética que se expresa en un favorecimiento evolutivo (Harper y 

White 1974; Pianka 1982). Aunque una poblacién tiende a presentar cambios de variacion 

genética en el tiempo, sin embargo, una sobreproduccién de ramets seguida de una elevada 

endogamia puede inducir a una poblacién a su extincién (Cook 1979).
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Las poblaciones también se caracterizan por presentar tasa de nacimiento, 

srecimiento y mortalidad, tipos de crecimiento, inmigracién y emigracién, y fecundidad, 

entre otros (Pianka 1982). Estos caracteres permiten entender la dinamica de las 

‘soblaciones y poder analizar a la especie desde un punto de vista evolutivo (Pianka 1982; 

‘Ricklefs 1984). 

Aspectos de la reproduccién. Los mecanismos de reproduccién de una especie son 

regidos en gran medida por los factores abidticos de su entorno, fendmeno que puede 

agudizarse en comunidades aridas donde la presencia de agua puede darse en ciclos 

después de varios afios de sequias (Nobel 1992; Mandujano 1995). Los sistemas de 

reclutamiento sexual denominados genet (individuos genéticamente diferentes, resultado de 

la recombinacién), en ambientes de zonas aridas este tipo de reclutamiento puede estar 

limitado y agudizarse cuando la sequia es extrema. La propagacion vegetativa o ramet 

(propagacién clonal que permite la permanencia de los individuos de genotipos probados) 

puede presentarse como alternativa para continuar con el sistema de reclutamiento de una 

poblacién (Frego y Staniforth 1986; Steams 1987; Mandujano 1995; Nobel 1992). Las 

formas genets (en estado reproductivo) permiten la recombinacion genética entre 

individuos, participando en el incremento de la variacién genética y la posibilidad de 

rnigracién de individuos en estadio de semillas, seguida de la colonizacién de nuevos 

embientes (Stearns 1987). Por el contrario, la reproduccién de tipo ramet permite 

perpetuar genotipos probados para el ambiente en que fueron generados, se reducen los 

tnecanismos de colonizacién de nuevos ambientes mediante estas formas de reproduccién y 

la posibilidad de poderse adaptar a nuevos ambientes (Cook 1985). Los sistemas de 

reproduccién clonal puede ser el tinico sistema de sobrevivencia y una especie puede estar 

representada por un clon. Un ejemplo se presenta con el helecho Pteridium que puede 

zlcanzar una edad de 1400 afios y presentar una distribucion de aproximadamente 14 ha 

(Caswell 1985), Este proceso puede reducir la migraci6n a nuevos ambientes y su 

evolucién, ademés, de incrementar su susceptibilidad a presiones por plagas y 

enfermedades (Barrett y Kohn 1991). 

La reproduccion a través de semillas (genets) por las plantas presenta una gran 

rlasticidad en su produccién, lo cual dificulta su interpretacién (Harper y White 1974), la
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amapola (Papaver rhoeas) es un ejemplo claro; bajo condiciones naturales una planta 

puede producir 0-4 semillas, pero creciendo bajo condiciones de alta fertilizacién la misma 

planta puede producir mas de 300 mil semillas, con lo cual se comprueba las diferencias de 

respuesta de una planta en dos ambientes diferentes (Harper 1966, citado Harper y White 

1974), En plantas perennes creciendo en su ambiente natural, puede presentar una 

sobreproduccion de ramets y ocasionar un incremento de produccién de semillas, en 

muchos de los casos pueden ser el resultado de polinizaciones entre ramets idénticos y 

establecer una endogamia extrema (Harper y White 1974). Las semillas liberadas pueden 

permanecer latentes en el suelo por un tiempo que dependerd de diversos factores, entre 

ellos podemos citar el que las semillas sean ortodoxas, el tiempo de longevidad que 

presenten, y en el suelo donde se depositen sera importante la cantidad de humedad, el 

oxigeno presente y entre otros factores la ausencia de depredadores y de infecciones por 

hongos (Harper y White 1974). 

En especies de zonas dridas, en particular en la familia Agavaceae existen diversos 

reportes de ecologia de poblaciones con enfoque a los aspectos de la biologia reproductiva 

(Freeman ef al. 1983; Freeman y Reid 1985; Eguiarte y Burquez 1987; Arizaga y Ezcurra 

1995) y estudios de polinizadores en agaves (Schaffer y Schaffer 1979; Gentry 1982; 

Howell y Schropfer-Roth 1981; Martinez del Rio y Eguiarte 1987; Slauson 1995). Nobel 

(1985, 1992) realizé observaciones por 20 afios para Agave deserti y reporté el 

reclutamiento de plantas tipo genet y ramet. Aguero (1994), en Agave victoriae-reginae, 

realizé un estudio fenolégico de la inflorescencia en una localidad que se sitiia entre los 

limites de Coahuila y Durango; en el mismo sitio, Blanco (1965) analizé la densidad de 

poblacién por medio de puntos en cuadrante. 

Otras investigaciones sobre Agave han sido realizadas sobre germinacion en 

laboratorio o invernadero para analizar el potencial de germinacion de las semillas 

colectadas en campo, como una manera de medir el estado de reproduccién sexual de una 

especie (Freeman 1973; Freeman et al. 1977; Aguero 1994; Pritchard y Miller 1995; 

Szarek y Holmesley 1996). Una de las investigaciones que se pueden considerar pioneras 

en el uso de ADN para entender los procesos de flujo genético en las poblaciones es el 

reportado por Trame ef al. (1995), en Agave schottii evaluaron la distancia 6ptima de
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entrecruzamiento, con estudios de genética molecular, usando RAPD’s (random amplified 

polymorphic DNA). 

Conservacién de semillas. Un gran numero de especies vegetales tienen la capacidad de 

producir semillas que permanecen en latencia en el suelo durante varios afios (Darlington y 

Steinbauer 1961; Kalisz 1991). Esta acumulacién de semillas en el suelo constituyen bancos 

de: semillas y son considerados importantes desde el punto de vista ecolégico, asi como 

evolutivamente en la dindmica de las poblaciones vegetales, pueden funcionar como bancos 

de genes (Kalisz 1991). Estos bancos de semillas in situ pueden ser reservorios para la 

recuperacién de poblaciones y la preservacién de una especie dentro de una comunidad 

(Kalisz 1991), Los bancos de semillas, debido al contenido de alta variacién genética, 

presentan genes ¢ individuos de importancia en la poblacién, y el conjunto de éstos pueden 

dar un potencial de regeneracién de la poblacién (Epling et al. 1960). Basandose en estas 

premisas, la formacién de bancos de semillas ex situ pueden llegar a ser de suma 

consideracién en comunidades que estan siendo erosionadas genéticamente en forma 

acvlerada. 

La conservacion ex situ de semillas, bajo condiciones controladas puede 

incrementar en mucho, el periodo de viabilidad en comparacién a la permanencia in situ o 

en el subsuelo. En especies que producen semillas ortodoxas (pequefias, de respiracion 

inhibida, con bajo contenido de humedad y la posibilidad de reducirla) generalmente se 

pueden almacenar en frio (Roberts 1975). Almacenarlas representa un sistema de 

conservacién estatica de las poblaciones y puede ser una alternativa viable para ser utilizada 

por largos periodos de tiempo. Este sistema de conservacién evita entre otros factores los 

procesos naturales de seleccién natural, deriva génica en pequefias poblaciones, hibridacién 

natural, destruccién por pardsitos y climas rigurosos (Frankel y Soulé 1981). La 

conservacién de muchas semillas ortodoxas por periodos largos puede ser posible 

estableciendo un contenido de baja humedad (5 + 1%), y bajas temperaturas (-18°C 6 

me:10s) (Roberts 1975). Para especies silvestres, Thompson (1975) sugiere que en los 

casos en que se dificulta la preservacién de una representacién adecuada de plantas vivas 

de ‘as especies, especialmente las grandes y de larga vida, y que producen semillas
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ortodoxas, el sistema de banco de semillas ex situ puede ser aplicado a programas de 

conservacion. 

Riqueza floristica en zonas dridas y semiaridas de los desiertos mexicanos. Stebbins 

(1952) sefiala tres razones que permiten que en las zonas aridas pueda desarrollarse en 

forma acelerada la evolucién de las plantas. La primera razén la atribuye, a que en regiones 

donde la humedad es limitada y hay una alta diversidad de habitats, de topografia, suelos y 

otros factores, la sequia puede tener grandes efectos en la evolucién de las plantas, a 

diferencia de las regiones donde la humedad no es una limitante, reduciéndose o 

anuléndose los limites de separaciones, generando una continuidad. La segunda razon: en 

climas semidridos con una diversidad de regiones (habitats), se sromueve Ia division de las 

poblaciones en pequefias unidades, generdndose un aislamiento entre cada una, aunque por 

migracién ocasional pueden intercambiar genes y establecer poblaciones que puedan 

generar nuevos taxa. Y la tercera raz6n: la adaptacién a condiciones dridas y semidridas se 

presenta un gran ntimero de diferentes estructuras vegetativas especializadas (ej. reduccién 

de la superficie de las hojas, formacién de tricomas, almacenaje en raices, sistema radicular 

profundo) pueden evolucionar por adaptaci6n a condiciones secas. Esta evolucién 

acelerada se ha atribuido a épocas recientes del Plioceno-Pleistoceno (Axelrod 1950). 

Rzedowski (1962) concuerda en la existencia de una correlacién entre el endemismo y el 

incremento de la aridez, basdndose en estudios fitogeograficos a nivel de género, los 

sistemas de una evolucién acelerada en zonas 4ridas, parecen cumplirse para las familias 

Cactaceae y Compositae. Sin embargo no es asi para la mayoria de las plantas como 

Acanthothamnus, Orthosphenia, Pachycormus, Sericodes, Simmondsia, etc., las cuales 

corresponden a reliquias de una antigua flora desértica, atribuyendo que la abundancia (el 

origen y diversificacién) del endemismo de la flora xer6fila mexicana, data de épocas muy 

antiguas, Terciario Medio o anteriores. 

La riqueza de endemismo en zonas dridas y semiaridas Jel norte de México es el 

resultado de una evolucién profunda, dando como consecuencia una flora con 

caracteristicas propias y formas biologicas especializadas, que para el caso global de 

matorrales xerdfilos y pastizales, México presenta alrededor de un 60% de especies 

endémicas (Rzedowski 1991a,b, 1993). Esta riqueza es atribui'sle a que un gran numero de
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regiones funcionan como verdaderas islas y peninsulas ecolégicas aunado a los eventos y 

condiciones ambientales del pasado geolégico (Rzedowski 1991b). Un caso son las 

cactaceas, aunque la familia se considera originaria de Sudamérica, presentan en nuestro 

pais su maxima diversidad, con aproximadamente 900 especies, de las cuales el 70% son 

endémicas (Rzedowski 1991a, 1993). Otro ejemplo es la familia Fouquieriaceae y 

Agavaceae (Agave, Yucca, Manfreda, Polianthes, etc), Nolinaceae (Dasylirion, Nolina, 

.Beaucarnea ), originadas muy probablemente en México, y donde se ha manifestado su 

diversificacién taxonémica y morfolégica (Rzedowski, 1991a, 1993; Garcia-Mendoza y 

(Zalvan 1995). 

actores que participan en la erosién genética, extincién de especies y habitats en 

zonas aridas. La riqueza floristica de zonas aridas del norte de México se consideran con 

alto riesgo de extincién, sobresaliendo las especies endémicas, agudizdndose para los casos 

cle distribucién reducida; un factor perturbante de la acelerada reduccién de las poblaciones 

cue conlleva a una erosion genética, esta relacionado con las diversas actividades humanas 

(Bye 1993). Para el caso de las especies endémicas y de formas exéticas o caprichosas, la 

sobrecolecta del recurso parece ser el principal factor de disminucidn de las poblaciones, 

efecto que se agudizé desde la década de los cuarenta, por una demanda internacional, 

frincipalmente por diversos paises europeos, Japén y los Estados Unidos (Arias 1993). Un 

segundo factor que afecta la sobrevivencia de las especies de zonas aridas, es atribuido a la 

destruccién y modificacion del habitat, como los desmontes para agricultura, pastoreo y 

entre otros, la inundacién de zonas por embalses (Arias 1993). 

Martinez-Palacios (1991) incluy6 en su trabajo copias de permisos supuestamente 

legales que autorizaban la exportacién de hasta 1 ton. de semillas y 300 mil plantas de 

cactus, 100 mil plantas de Agave victoriae-reginae, asi como de otros grupos de plantas 

como Fouquieriaceae , Euphorbiaceae, Zamiaceae y Orchidaceae. El destino de estas 

exportaciones eran los Estados Unidos, principalmente por el estado fronterizo de Texas. 

S4nchez-Mejorada (1979) reporté el saqueo de cactaceas y otros grupos de plantas 

mexicanas aprovechando excursiones de turistas europeos. Las agencias de viajes 

generaban paquetes turisticos para realizar recorridos a lo largo del desierto mexicano. 

Actualmente, existen normas gubernamentales para proteger a las especies endémicas y en
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peligro de extincién, ademds de haber firmado los tratados internacionales de CITES desde 

1991. Sin embargo, es necesario sefialar que si bien el saqueo intencional de plantas del 

pais se ha reducido enormemente, a nivel nacional ha aumentado tanto para colecciones 

cientificas de herbario y para mantener colecciones de jardines ‘v0tdnicos y viveros 

nacionales, estos uitimos con fines comerciales colectando semillas y plantas silvestres y 

actuando sin permisos de las autoridades correspondientes (Osborne y van Staden 1987). 

Objetivo general. Evaluacién de algunos parametros ecolégicos estaticos en 10 

poblaciones silvestres de Agave victoriae-reginae T. Moore , para determinar el estado de 

alteracién y algunos aspectos de la reproduccién de la especie, que permitan entender el 

estado actual en que se encuentran las poblaciones. 

Objetivos particulares: 

(1) Establecer la estructura de tamafios y densidad de las poblaziones silvestres visitadas de 

Agave victoriae-reginae. 

(2) Analizar diferencias en el tipo de reclutamiento de plantas genet (originada por semillas) 

y ramet (propagaci6n vegetativa) de la especie y relacionario al tipo de habitat (pared y 

loma) en donde originalmente se establecen. 

(3) Evaluar el potencial reproductivo sexual de la especie con evaluaciones en campo sobre 

la produccién de semillas y la germinaci6n ex situ de semillas de las diferentes poblaciones. 

(4) Iniciar la conservacién ex situ de semillas (con la colecta y almacenamiento bajo 

condiciones controladas) de la especie. 

Materiales y Métodos 

Localizacién de las poblaciones. Por razones obvias en la conservacion de la especie se 

omite la ubicacién exacta y nombres de las localidades de las poblaciones reportadas en 

esta tesis. Cuatro poblaciones (la 1, 3, 5 y 7) corresponden a localidades de colecta citadas 

por Gentry (1982). Las otras 6 poblaciones fueron localizadas por exploraciones realizadas 

en las dos salidas al campo en los meses de enero-febrero y septiembre de 1995 y por 

indicaciones de botdnicos conocedores de la flora de la regién.
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Lvaluacién ecolégica. En las dos salidas al campo, enero-febrero y septiembre de 1995, se 

evaluaron: (A) la densidad y tamafio de la poblaci6n, (B) la estructura de tamafios y 

Fresencia de reproductores, (C) potencial reproductivo, y (D) otros parametros. 

(A) Densidad y tamaiio de la poblacién. Se establecié a partir de los transectos de 4 X 

30 m (120 m) en 7 de las 10 poblaciones, en ambiente de pared y/o loma. El nimero de 

transectos por poblacion y por tipo de ambiente fue de 1 a 5. Los transectos se 

desarrollaron con el apoyo de cuerdas de cuatro y de treinta metros con marca cada metro. 

Se evalué el nimero de individuos por cada metro cuadrado. En el ambiente de loma, 

dionde su distribucién es en pequefios agrupamientos de plantas dentro de un matorral 

rosetéfilo de Agave lechuguilla. En 4 de los 5 sitios, se establecié un cuadrante (4X30 m) 

por sitio y se registro el tamajio del area de distribucién para obtener el total de individuos 

por sitio, el quinto sitio se conté el total de individuos. El tamafio de la poblacién para los 

arabientes de pared se estimé utilizando los kilémetros recorridos con el vehiculo y 

caminando, este valor fue multiplicado por la estimacién del ancho en metros de la 

distribucién de plantas sobre la pared. Existia una heterogeneidad de distribucion sobre la 

pared, en algunos sitios se presentaban hasta en 20 metros o mas de anchura de 

distribucién de plantas sobre la pared, hasta sitios donde era escasa su distribucién, por tal 

motivo, se hicieron dos tipos de estimaciones, una maxima constituida por un promedio de 

10 metros (para todas las poblaciones) y una minima que correspondié a 4 metros para las 

poblaciones 1, 2, 5, 6, 7 y 8 y de 5 metros para las poblaciones 4, 9 y 10, lo cual dependid 

de las observaciones hechas en cada poblacién durante su recorrido. El resultado de la 

multiplicacién anterior se volvié a multiplicar por la densidad de plantas obtenida por metro 

cuadrado para los casos en que se establecieron cuadrantes (120 m’) y para las poblaciones 

donde no fue posible establecer cuadrantes, el valor de la densidad de plantas por m’ se 

tom del promedio general (0.47 inds/m”) obtenido de las 7 poblaciones (1, 2, 3, 5, 6, 7 y 

8) con establecimiento de cuadrantes. Los cuadrantes (4 x 30 m)se establecieron en 

regiones donde se podia escalar y establecer el conteo, generalmente orientando la longitud 

del cuadrantes de abajo hacia arriba de la pared. Por lo retirado de las vias de 

comunicacién, las dificultades y el riesgo que implica establecer los transectos en las 

paredes de las poblaciones 4, 9 y 10, no se les establecieron cuadrantes. Por tal motivo, en
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dichas poblaciones se omiten los valores reales de densidad, estructura de tamafios y tipo 

de reclutamiento (genets y ramets). 

(B) Estructura de tamajios y presencia de reproductores. En los mismos transectos se 

registr6 el didmetro mayor de cada planta y se distinguié si correspondian a un genet 

(origen de semilla) o a un ramet (origen de brote 6 estolén de la planta original o genet) en 

cada metro cuadrado. La presencia de reproductores se registré sor cuadrante y en su 

conjunto por tipo de ambiente, en pared y en loma. Las plantas solitarias se consideraron 

genet; al igual que el individuo con didmetro mayor y generador del eje de la colonia, los 

brotes laterales secundarios se consideraron ramets. Para el ambiente de loma donde 

ademas de presentarse ramets por yemas laterales se presento por desarrollo de estolén, se 

uso el mismo patrén de tamafio para diferenciar al genet de los ramets. 

(C) Potencial reproductivo. Fue evaluado analizando: (a) el ntunero de frutos por 

infrutescencia, (b) el numero de semillas por fruto y (c) el porcertaje de germinacién en 

condiciones de invernadero: 

(a) El niimero de frutos por infrutescencia. Se registré un promedio de 192 frutos por cada 

fragmento de 20 cm de infrutescencia. El promedio se obtuvo de 8 mediciones hechas en 

diferentes individuos. 

(b) Numero de semillas por fruto. Se colectaron un promedio de 12 a 15 frutos por 

infrutescencia y se evalud el nimero de semillas por fruto, el promedio se utilizé para 

calcular el ntimero de semillas por infrutescencia (planta). 

(c) Porcentaje de germinacién en invernadero. (1) Se evalué la germinacién por 

fructificacion, utilizando 50, 100 y 150 semillas por planta, con substrato de bentonita 

calcica; (2) fueron sembradas en invernadero en charolas (germinadores) con tapa para 

mantener alta humedad relativa y saturacién de humedad en el substrato, alta humedad del 

substrato e intervalos de temperaturas de aproximadamente 12-23°C. El porcentaje de la 

germinacion por fruto se evalud a los 15-20 dias posteriores a la siembra. 

(D) Presencia o ausencia de semillas germinadas. En las dos salidas realizadas al campo, 

se registré la presencia de plantulas formadas a partir de la germinacién de semillas, 

tomando en cuenta que correspondieran a la temporada de colecta (juveniles menores de 3 

meses). 

10
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Analisis estadistico. Los valores de densidad y estructura de tamafios obtenidos de los 20 

cuadrantes establecidos en 7 de las 10 poblaciones, un andlisis previo indicé la falta de 

hc mocedasticidad (SAS, 1990), por lo que se transformaron los valores de los didmetros 

(cn) a logaritmos naturales (In). Con los datos transformados se realizaron los andlisis de 

varianza general para las 7 poblaciones, otro para analizar por: (1) Ambiente (pared y suelo 

0 loma), (2) Poblacién(ambiente pared), y (3) Reclutamiento (genets y ramets). A los datos 

de poblacién de les aplicé un andlisis de minima diferencia significativa (LSD, basado en 

Tukey-Kramer). 

Para comparar dos pardmetros como genets y ramets, los datos de didmetro (cm) 

transformados (In) se analizaron por medio de una prueba de t: (1) un andlisis general de 

genets sobre ramets para las 7 poblaciones, y (2) para diferenciar genets de ramets por cada 

una de las 7 poblaciones. Otra prueba de t se aplicé para diferenciar la respuesta entre los 

dos ambientes: pared (pobs. 1, 2, 5, 6, 7 y 8) y loma (pob. 3). En todos los casos la 

probabilidad se establecié con 0.05 nivel de significancia. Utilizando una computadora con 

el programa estadistico Jmp versién 3.1.4 del sistema SAS (SAS, 1990). 

Coleccién de semillas. En ambas salidas al campo, se colectaron semillas de 3 o mas 

plantas por poblacién en nueve de las 10 poblaciones estudiadas en las dos salidas al 

campo. Se colectaron frutos de la temporada, caracterizada la infrutescencia por 

encontrarse en buen estado, con los frutos aun cerrados. En los frutos de 1 0 mas afios de 

haber sido generados, (estimacién hecha por el estado de deterioro de la infrutescencia en 

general) mas del 95% de los frutos se encontraban en estado dehiscente y pocos 

presentaban aun semillas, a los cuales por medio de la agitacion de Ja infrutescencia se les 

extrajeron las pocas semillas que aun permanecian dentro de las cdpsulas. Las semillas se 

dep sitaron en sobres debidamente etiquetados, se deshidrataron durante 2 meses en 

fraszos con cloruro de calcio anhidro a temperatura ambiente, posteriormente en nuevos 

fras:os Ambar con la sal desecante se almacenaron a temperatura de un refrigerador 

doméstico (8 a 10°C). La evaluacién del porcentaje de germinacién en el momento de 

almicenaje en reftigeracién, se tomé de los ensayos de germinacién reportada para el 

andlisis de potencial reproductivo. Dos afios posteriores a su almacenamiento, se evalud el 

porcentaje de germinacién de semillas de 6 frutos que antes de entrar a refrigeracién
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presentaron porcentajes de germinacién superiores al 90%, se utilizé el mismo 

procedimiento y sistema al establecido en un principio para la germinacin de semillas. 

Resultados 

Densidad de poblacién. La densidad de individuos (inds) por metro cuadrado se presentd 

en un intervalo de 0.20-0.75 inds/m’, registrandose un promedio general de 0.47 inds/m? 

(Tablas 1 y 2). Las poblaciones 1 y 7 registraron las mayores densidades con 0.70 y 0.75 

inds/m’ respectivamente: las poblaciones de baja densidad, 5 y 8 con 0.20 y 0.23 inds/m’ 

respectivamente (Tablas 1 y 2). En tres poblaciones no fue pos‘ble establecerse cuadrantes, 

se procedié a utilizar el promedio de 0.47 inds/m’ y los dos valores del intervalo (0.20 y 

0.75 inds/m’) para ser aplicado en la valoracién del tamajio probable de la poblacién (Tabla 

2). 

Tamaiios de las poblaciones. Las poblaciones de mayor tamazio se localizaron en los 

extremos E-O: la poblacién 1 situada al E, corresponde a la de mayor superficie de 

distribucién y mayor numero de individuos por poblacién (estimacién max. = 574,000 y 

min. = 229,600), segunda en mayor densidad de plantas (0.70 inds/m’) (Tabla 2). La 

poblacién 7 situada al O, es la segunda con mayor numero de individuos (estimaciones 

max. = 240,000 y min. = 96,000) y la segunda en superficie de distribucién y la que tenia la 

mayor densidad de plantas (0.75 inds/m’) (Tabla 2). En relacién a estas dos poblaciones, el 

resto son relativamente pequefias, presentandose en un intervalo para la estimacién max. de 

20,000 inds en la poblacién 6 y de tan sélo 864 inds en la poblacién 3 (tabla 2). La 

poblacion 3 se diferencié por presenta un ambiente de loma lo que facilité la estimacién de 

su distribucién dentro de una 4rea de 1600 m’, a diferencia de las otras 9 poblaciones que 

se presentan en un ambiente de pared de carbonato de calcio (Tabla 2). 

Analisis de estructura de tamajios (diam. cm) en genets + ramets, para genets y para 

ramets de 7 poblaciones evaluadas. 

La proporcién mayor de juveniles (<10 cm) de genetstramets se presenté en la 

poblaciones 3, 5, 6 y 7 (Fig. 1). Los genets presentaron abundancia en las mismas
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Fig. 5. Plantas de A. victoriae-reginae con crecimiento solitario en el habitat 

natural. (A) ambiente de pared (pob. 10) y roca firme (planta diam. = 19 cm); (B) ambiente 

de pared (pob. 8), roca con alto grado de erosién (planta didm. = 34 cm); (C) ambiente de loma 

(pob. 3), suelo de arrastre con rocas canto rodado (planta diam. = 73 cm). Es notable observar 

entre poblaciones, plantas potencialmente adultas (Fig. B y C) con diferencias morfologicas.
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Cap. 3: Estructura poblacional y conservacién de semillas de A. victoriae-reginae 

poblaciones excepto en la poblacién 6 (Fig. 2). Los ramets juveniles existieron en mayor 

numero en las poblaciones 3, 6, 7 y 8 (Fig. 3). 

Las poblaciones con mayor indice de tallas intermedias (15-30 cm 0 35 cm (pob 2)) 

se presenté para la poblaciones 1, 2 y 8 en genetstramets (Fig. 1). Las formas genets, se 

expresé para las mismas poblaciones de registro de genets+ramets, ademds de la poblacion 

6 (Fig. 2). En cuanto a los ramets, este incremento se presenté en la poblacion 1 y 2 (Fig. 

3). 

En relacién a la proporcién de mayor numero de individuos potencialmente adultos 

(<30 cm), no se registré en ninguna de las poblaciones ni en ninguna de las formas de 

reclutamiento, sin embargo, las poblaciones 1, 2 y 3 fueron las tnicas en que se registraron 

individuos con tallas superiores a 35 cm, llegando incluso a registrar diémetros cercanos a 

los 70 cm (Fig. 1). En las formas genets se registré una respuesta similar en tallas mayores 

a la de genetstramets (Fig. 2). En cuanto a los ramets, con excepcién de la poblacién 1, 

que presenté un individuo 44 cm, para las poblaciones 2 y 3 las tallas mayores fueron 

inferiores a los 40 cm; el resto de las poblaciones presentaron tallas de ramets inferiores a 

los 30 cm de didmetro, e incluso en la poblacién 8 el cuadrante no registr6 ramets 

superiores a los 15 cm (Fig. 3). 

En forma general (genets+ramets), los diametros promedios mayores (< 19 cm) se 

registraron en las poblaciones 1 y 2, las otras 6 poblaciones donde se establecieron 

cuadrantes, presentaron tallas en un intervalo de 11-16 cm en promedio (Fig. 1). En las 

formas genets los didmetros promedios mayores se presentaron en las poblaciones 1, 2, 3, y 

6 (Fig. 2); los didmetros promedios menores (12-18 cm) se registraron en las otras tres 

poblaciones (5, 7 y 8) (Fig. 2). Respecto a los ramets, tnicamente la poblacién 2 presenté 

diametro mayor (25 cm) (Fig. 3), la poblacién 1 registré 15.4 cm y el resto de las 

poblaciones no superaron los 10 cm (Fig. 3). 

Analisis de varianza general (7 poblaciones). Un andlisis de varianza general entre la 

estructura de tamafios (didm. cm) transformados (in) de las 7 poblaciones estudiadas (sin 

diferenciarlas por ambiente), registré una diferencia altamente significativa (P<0.0001) 

(Tabla 3). Lo anterior permitié evaluar a las poblaciones en relacién a su ambiente (pared y 
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Cap, 3: Estructura poblacional y conservacién de semillas de A. victoriae-reginae 

loma), al tipo de reclutamiento (genets y ramets) y entre poblaciones de las que se 

establecen en pared, y se describen en el siguiente parrafo. 

Anilisis de varianza para: (1) Ambiente; (2) Poblacién (ambiente de pared); y (3) 

Reclutamiento (genets-ramets), a partir de diametros (cm) transformados (In) de las 

plantas de 7 poblaciones de Agave victoriae-reginae. El andlisis de varianza para los 

didmetros transformados (In) registré para cada uno de los tres andlisis una diferenciacién 

altamente significativa (P<0.0001) (Tabla 4). El andlisis de minima diferencia significativa 

(LSD, basado en Tukey-Kramer) mostré que la poblacién 2 es diferente al resto de las 

poblaciones (Fig. 4); la poblacién 1 no difiere con la poblacién 8, sin embargo, si difiere 

con las poblaciones 5, 6 y 7 que son similares a la poblacién 8 (Fig. 4). La poblacién 3 

solamente es similar a la poblacién 7 (Fig. 4). 

Prueba de t para evaluar genets vs ramets en forma general para toda la distribucién 

de A. victoriae-reginae. Los didmetros (cm) transformados (In) de genets vs ramets se 

analizaron en forma general y se observ6 que existe una diferencia altamente significativa 

(2<0.0001) entre estas dos formas de reclutamiento, mostrando que son mayores los 

didmetros de genets en relacién a los ramets (Tabla 5). Este resultado nos mostro la 

necesidad de ver la respuesta por poblacién que se expresa a continuaciOn. 

Comparacién entre genets y ramets por poblacién a partir de una prueba de t con los 

didmetros (cm) transformados (In), para cada una de las 7 poblaciones de A. 

victoriae-reginae. La prueba de t para comparar los didmetros promedios transformados 

(La) entre genets y ramets dentro de cada poblacién, mostré que como podria esperar e! 

piomedio de los didmetros es mayor en los genets, registrando una diferencia altamente 

significativa (P<0.0058) con excepcidn de las poblaciones 2 y la 5 donde.no se registrd 

diferencia (Tabla 6). El ambiente de pared, muestra un mayor reclutamiento de genets, a 

di%erencia del ambiente de loma donde se incrementa el numero de ramets. Este ultimo 

representado por la poblacién 3 que registré una relacion de 2.55 individuos por cada 

genet, a diferencia del promedio general de las 6 poblaciones en ambiente de pared, 

registraron 0.37 individuos ramets por cada individuo genet. 

Prueba de t para evaluar la respuesta de dos ambientes (pared vs loma). Con los 

didmetros (cm) transformados (In) se valor6 la respuesta de tamafios entre los dos 
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Cap. 3: Estructura poblacional y conservecién de semillas de A, victoriae-reginae 

ambientes: pared (pobs. 1, 2, 5, 6, 7 y 8) vs loma (pob. 3), registrando una diferencia 

altamente significativa (P<0.0001), siendo mayor en promedio e] diametro de pared (tabla 

7). Aunque hasta el momento no se ha evaluado diferencias morfoldgicas, sin embargo es 

notorio estas diferencias a nivel de plantas entre poblaciones (Fig. 5b y c). 

Reproductores por area. La presencia de reproductores por cuadrantes es escasa, 

unicamente algunos cuadrantes de las poblaciones 1, 3 y 7 presentaron 1, 1 y 3 

reproductores, respectivamente (Tablas | y 2). La densidad estimnada en forma general para 

los 20 cuadrantes fue de 0.00131 reprods/m’ (Tabla 2). Como no fue representativo la 

presencia de reproductores por cuadrante, con el valor general estimado de reproductores 

por metro cuadrado, se multiplicd por el area maxima y minima de cada poblacién para 

obtener una estimacion maxima y minima de reproductores por poblacién (Tabla 2). Para la 

poblacién 3 que resulto la mds pequefia y se logré cuantificar lo: reproductores en el afio 

de 1995 y 1996 encontrando 1 y 5 reproductores respectivamente, al multiplicar el area 

estimada por los reproductores estimados por m’, el resultado fe de 2.1 reprods/afio. Las 

poblaciones 4 y 9 fueron las siguientes que presentaron menor rimero de individuos 

reproductores (intervalo de 3.3-6.5 y 2.6-5.2 respectivamente) (Tabla 2) y las poblaciones 

1 y 7 resultaron con la estimacién alta de reprods/poblacién (intervalos de 429-1073 y 168- 

419 respectivamente) (Tabla 2). 

Potencial reproductivo. La presencia de semillas por fruto presentd un intervalo de 51- 

110 (Tabla 8). En forma individual entre las diferentes poblaciones mostré un intervalo de 

frutos por planta de 298-1,895 y los promedios por poblacion fue de 985-1,895 frutos por 

planta (Tabla 8). En un principio se evalué la germinacion de semillas de frutos 

provenientes de la parte distal, media y proximal de la infrutescencia y los resultados 

registraron porcentajes similares de germinacién entre las semillas obtenidas de las tres 

regiones, por lo que para los posteriores ensayos se procedié a tomar una muestra de 

semillas de forma representativa de toda la infrutescencia. Los porcentajes de germinacion 

para las semillas colectadas y puestas a germinar con edades de 4-8 meses (menor de 1 

afio), presentaron un promedio de 92% de germinacion, en un intervalo de 80-98% (Tabla 

8). Las semillas con mds de un afio de edad después de la maduracion (inicio de la 

dehiscencia), y que aun permanecian en el campo dentro de los frutos, planta e 
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Cap. 3: Estructura poblacional y conservacién de semillas de A, victoriae-reginae 

infrutescencia seca y erecta, el promedio de germinacién fue de 58% con un intervalo de 

25-80% de germinacién (Tabla 8). La edad de las semillas de un afio, se estimd 

considerando que las cdpsulas se encontraron abiertas, con cierto grado de deterioro y 

color obscuro de toda la infrutescencia, aunado a que sélo unos cuantos frutos mantenian 

pocas semillas, a diferencia de los frutos de la temporada, que aun se encontraban por 

iniciar la dehiscencia o en plena dehiscencia con presencia de cdpsulas aun cerradas y con 

ana coloracién café claro. 

Plantulas de semillas germinadas in situ. La presencia de plantulas en campo, generadas 

de la germinacion de semillas con edades calculadas no mayores a 20 dias, fue observada 

sdlo en la poblacién uno en el mes de septiembre de 1995 y en cierta forma estuvo 

relacionada con el tiempo lluvioso que prevalecia hasta esos dias en la costa NE de México 

y la peninsula de Florida (USA). La lluvias continuas acompafiadas con nublados 

prolongados en toda la regién de las poblaciones 1, 2 y 3. 

Conservacién de semillas. Se almacenaron semillas de un promedio de 3-4 plantas por 

poblacion, en 9 de las 10 poblaciones. No se colectaron de la poblacién 3 por registrarse 

saqueo de semillas de la unica planta que fructificd ese afio. Este reproductor presentaba un 

corte, 30 cm por arriba de la base del raquis, indicativo del estado reproductivo y saqueo 

dz semillas. Se evalué el porcentaje de germinacién de las semillas de cada planta dentro de 

wa lapso de 4 meses después de su colecta y antes de ser almacenadas. E! resto de las 

semillas se almacenaron (junio y noviembre de 1995) bajo las condiciones de refrigeracién 

(&-10°C y baja humedad). 

Por medio de la germinacion se evalué la conservacidn de semillas después de dos 

afios de almacenamiento, bajo las condiciones aplicadas y citadas anteriormente. Se analizo 

Sv. porcentaje de germinacién para 6 plantas, de las cuales 3 lotes de semillas correspondian 

a la poblacién 2 y otros 2 lotes a la poblacion 5, ambas presentaron un promedio de 92% 

(Tabla 9). El sexto lote de semillas pertenecian a la poblacién 10, la cual registr6 una 

disminucién de 94% a 70% de germinacién después de dos afios de almacenaje (Tabla 9). 
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Discusion 

Densidad de poblacién. El mayor namero de plantas por metro cuadrado y de superficie 

de distribucion se registré para las poblaciones 1 y 7, ademés, otro factor comin que se 

observ6 fue que las paredes de carbonato de calcio en estas poblaciones se mostraban 

menos intemperizadas, la roca es firme y con protuberancias y esquinas afiladas (Fig. 5). El 

caso contrario se registré en las poblaciones 5 y 8, donde la intemperizacion de la roca es 

avanzada, de una coloracién rojiza a gris y es casi generalizada la falta de protuberancias y 

esquinas afiladas, con fragmentacion casi generalizada en pequeiias y grandes rocas a lo 

largo de la pared (Fig. 5). La poblacién 3 con habitat en loma y suelo pedregoso, 

correspondié a la tercera en presentar densidad alta de plantas por metro cuadrado. Sin 

embargo, es necesario denotar que también es la poblacién donde el reclutamiento via 

ramets es mayor en relacién a las otras poblaciones. En A. lechuguilla, A. deserti y A. 

macroacantha que se distribuyen en lomerios y en suelos profur.dos, presentan mayor 

numero de reclutamiento de tipo ramets en relacién a los genets (Gentry 1982; Nobel 1985, 

1992; Arizaga comunicacién personal). 

Tamajfio de la poblacién. Las poblaciones de los extremos, la Poblacion | al E y la 

Poblacién 7 al O, se presentaron como las mas numerosas y grandes en extension. Es 

probable que esta condicién tenga como uno de los principales {actores a los grandes 

afloramientos de roca de carbonato de calcio con las caracteristicas que permiten el 

establecimiento de plantas de 4. victoriae-reginae. Las otras poblaciones se relacionan de 

igual forma con afloramientos aislados dentro de las sierras que se distribuyen a través de 

parte del desierto Chihuahuense, tal y como fue reportado por Gentry (1982). Lo anterior 

parece no cumplirse para la poblacion 3, la cual se distribuye en zonas de lomerios (Fig. 5c) 

en los alrededores de Saltillo, Coah, representada por pequefias agrupaciones de plantas 

formando parte del matorral rosetéfilo constituido por lechuguilla, en donde el substrato se 

caracteriza por un suelo de arrastre con alto grado de intemperizacién como lo denota la 

presencia de rocas con canto rodado y en algunos sitios la presencia de fragmentos de roca 

de carbonato de calcio (Fig. 5c). La manera en que A. victoriae-reginae se distribuye en un 

ambiente donde predomina A. lechuguilla, parece ser debido a que nuestra especie en 

estudio prefiere las areas de poca radiaci6n (laderas orientadas al N, NE, E), a diferencia de 
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Cap. 3: Estructura poblacional y conservacién de semillas de A. victoriae-reginae 

la especie dominante cuya mayor densidad se presenta en las zonas superiores de la loma, 

caracterizada por una mayor radiacién solar. 

Estructura de tamafios. Los promedios de diametro mayor de las plantas se registraron en 

el grupo del E, integrado por las poblaciones 1 y 2. Para la poblacion 3, si se analiza el 

promedio de los valores medios de los 4 sitios, resulta ser la poblacién con la tercera 

dimensién mas grande (18.53 cm) (Cap. IT: Tabla 1), aunque el promedio general muestre 

un valor inferior (11.20 cm: Tabla 1, Cap. III) . Poblacién que se presenta como la mds 

perturbada por colecta de plantas y se agudiza en el sitio donde se establecié el cuadrante 

uno, siendo de los 5 sitios visitados el mas accesible de localizar, presenta una mayor 

superficie con plantas de A. victoriae-reginae. Adicionalmente, es el sitio que presenta una 

gran densidad de individuos juveniles, pocos de tallas intermedias y mayores (tabla t), que 

presentan la peculiaridad de mostrar las formas vistosas de las plantas potencialmente 

adultas (Fig. 5c). Estas tallas potencialmente adultas son usadas en exhibiciones de 

colecciones cientificas de jardines botanicos. El sitio 1 de la poblacién 3 fue inicialmente 

localizado por sugerencias de botdnicos de colecciones cientificas de dos jardines botanicos 

nacionales. También se ha observado en jardines de casas particulares, resultado de su 

colecta ilegal. Se encontraron orificios en el suelo y plantas arrancadas, ademas de existir 

evidencias del saqueo de semillas que se discuten mds adelante. Aunque el andlisis 

expresado en el histograma (Fig. 1) no registré para esta poblacién tallas superiores a los 

60 cm de diametro, los diametros tomados en las colecta de fragmentos de hojas de las 

plantas de mayor talla para el estudio de isoenzimas, registraron individuos que alcanzaron 

tallas superiores a los 70 cm (Fig. 5c) y sélo las poblaciones | y 2 registraron tallas 

sercanas a estas dimensiones (Fig. 1). Lo anterior es atribuible a que la poblacién 3 ha 

2stado sujeta a colecta de plantas y semillas, y os cuadrantes reflejan en cierta forma esta 

erturbacién humana. 

La poblacién 7 situada en la parte mas occidental del area de distribucién de las 10 

poblaciones visitadas de A. victoriae-reginae presentd el didmetro promedio menor de las 

poblaciones evaluadas, no tomando en cuenta los valores de la poblacién 3 por sus 

caracteristicas de alta perturbacién. Esta poblacion se caracteriza por ser la segunda con 

tayor superficie de distribucién y por el nimero de individuos totales, y primera en 
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densidad de individuos por metro cuadrado. Ademias, los promedios de diametro entre 

cuadrantes son similares, asi como el nimero de individuos totales. Las tallas mayores no 

superaron los 35 cm de diametro. Las poblaciones del grupo centro (C) (Pobs. 4, 5, 8, 9 y 

10) segun e] Zimograma (Cap. I: Fig. 4) de distancias genéticas, los diametros promedios 

de las plantas de las dos poblaciones (5 y 8) donde se establecieron cuadrantes, los 

promedios de didmetros son intermedios (Fig. 1) entre los otros dos grupos (E y O). Lo 

anterior, podria indicar que existe una disminucién de tamafios promedios y tallas mayores 

de E a O. La altura sobre el nivel del mar es mayor en las 2 poblaciones del O, aunque un 

analisis preliminar de correlacién no mostré diferencia significativa, sera necesario 

correlacionarla en conjunto con otros factores de seleccién que puedan estar interactuando 

en el comportamiento de los tamafios entre poblaciones en relacién a su ubicacién 

geografica. 

Estructura de tamaiios de genets y ramets. La prueba de t para diferenciar los tamafios 

de genets y ramets en forma general registré una alta diferencia significativa en la presencia 

de mayor talla de las formas genets. Lo anterior puede deberse a que los ramets en pared 

salen directamente de yemas laterales, en loma presentan las dos formas (brotes laterales y 

estolén). Al respecto la nutricion para el caso de brotes laterales, los ramets estan unidos al 

eje de la planta madre (genet), por lo que estan dependiendo exclusivamente de las raices 

de su progenitor, y con ello es posible que pueda estar expresandose el fenédmeno de 

dominancia apical comin en un sinnimero de especies vegetales (Taylor y Sussex 1990; 

Sachs 1991). Esta dominancia es probable que se desactive al fructificar y morir la planta 

que inicialmente les dio origen (genet). Otro factor que debe regir esta respuesta, podria 

estar relacionado con la escasez de nutrimentos y agua de ambcs ambientes, limitando el 

desarrollo de los clones o ramets. La respuesta contraria se ha registrado en otros agaves 

como A. macroacantha, donde la clonacién se establece principalmente por rizoma y se le 

atribuye a una nutricién paternal (Arizaga, datos no publicados), y muy probablemente 

favorecida por presentar ademéas un sistema de enraizamiento independiente desde los 

primeros estadios de desarrollo del ramet. Para A. victoriae-reginae, la presencia de suelo 

parece estar relacionado a la generacién de ramets por rizoma. 
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Para A. victoriae-reginae en el ambiente de pared, se vio favorecido el 

establecimiento de genets (0.35 ramets/genet) a diferencia de lo registrado en el ambiente 

de loma (2.55 ramets/genet). Al igual que en las tallas mayores de genets en relacién a los 

ramets, el ambiente de pared y la falta de un suelo profundo, aunado a la escasez de 

nutrimentos, limita la propagaci6n clonal. Este tipo de ambiente es probable que disminuya 

la depredacién y el nimero de depredadores de semillas y plantas juveniles, ya que se 

depositan y establecen dentro de grietas, constituyendo un microhéabitat favorable en 

relacién a las areas expuestas a mayor desecacién por elevada radiacién solar y 

temperatura. El ambiente puede ser un factor importante en el tipo de reproduccién para 

algunas especies (Mandujano er al. 1996). Tomando en cuenta que mas del 95% de la 

distribucién de A. victoriae-reginae es en ambiente de pared y que en su mayoria son 

genets, difiere con el comportamiento de otras especies de zonas dridas donde reportaron 

que el reclutamiento de genets en relacién a los ramets es un evento de baja probabilidad 

(p. ej. Opuntia rastrera (Mandujano et al. 1996), Agave deserti (Nobel 1992) y diversas 

especies de plantas perennes de zonas aridas (Frego y Staniforth 1986)). 

La poblacién 3 de 4. victoriae-reginae dentro de un ambiente de loma, esta 

limitada a pequefias agrupaciones de plantas predominantemente orientadas hacia la ladera 

N, NE y E, establecidas en pequefios claros (poco densos) de un matorral rosetéfilo de A. 

lechuguilla. Ademas, las poblaciones de pared se encuentran a mas de 10 km de distancia, 

lo que sugiere que la especie ocupa un nuevo nicho. 

Reproductores por area. Debido a la poca densidad de reproductores por drea y a los 

‘valores que detectamos, no seria exacto generalizar el nimero de éstos por poblacién, pues 

aunque en los cuadrantes establecidos dentro de las poblaciones 2, 5, 6 y 8 no se 

registraron reproductores. Esto no fue un indicativo de la falta de individuos reproductores 

en esas poblaciones. La existencia de reproductores (en las poblaciones donde sus 

cuadrantes no los registraron) fue evidente con la colecta de semillas de tres o mas plantas 

por poblacién en zonas aledafias al area de estudio de cada poblacién (zona de cuadrantes y 

colecta de hojas). El valor de 0.00131 reprods/m’ refleja su presencia de forma espaciada, y 

la estimacion hecha para la poblacién 3 que resulté en 2.1 reprods para la poblacién, se 

encuentra dentro del intervalo de 1-5 censados en 1995-1996. En las 9 poblaciones 
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ubicadas sobre paredes, aunque la presencia de reproductores se da en baja densidad, fue 
posible colectar semillas de diferentes plantas, y a la distancia observar la presencia de 
otros individuos con frutos en estado de dehiscencia. La presencia de reproductores se hizo 
a partir de la estimacién de reprods/m’ multiplicado por la estimacién del area de cada 
poblacién. Las poblaciones 4 y 9 fueron después de la poblacién 3 los que presentan 
también problemas con el bajo numero de reproductores por poblacién, a diferencia de las 
poblaciones 1 y 7 que registraron una estimacién superior a los 160 reprods/poblacion. La 
densidad de reproductores por area es muy factible que fluctue entre un afio y otro, 
relacionado a la presencia de lluvias en el afio 0 afios anteriores en que se desarrolle la 
inflorescencia. Polis (1991) a este respecto indica que en plantas perennes de zonas aridas 
el comportamiento demografico es variable, influido por las temperaturas extremas y lo 
impredecible de los eventos de precipitacién. 

Para el ambiente de pared, inicialmente se habia contemplado el determinar la 
densidad de reproductores a partir de observaciones con binoculares en areas de 2500 0 

5000 m’ para dar una estimacién por pobiacién, sin embargo, la presencia de 

infrutescencias de afios anteriores eran dificiles de diferenciar coa las de menos de un afio. - 
Potencial reproductivo. Al considerar la alta produccién de sernillas por planta, aunada a 
los elevados porcentajes de germinacién de las semillas, parece cue la especie muestra estar 
estable en cuanto a sistema de reproduccidn sexual, al parecer el reclutamiento de genets 
depende principalmente de factores ambientales adecuados. Nobel (1985, 1992) establecio 

un seguimiento por 20 afios en A. deserti, de los cuales en sdlo uno de los afios se presentd 

el reclutamiento de genets, evento que estuvo relacionado con le. presencia de intensas 

lluvias por un periodo largo. En la poblacién 3, donde tnicamente se encontré un 

reproductor, dificilmente hubo aporte de semillas al suelo ese afi) como posiblemente 

ocurrid en los afios anteriores, ya que en ningun caso se observaron restos de la 

infrutescencia y si las plantas secas con solo un fragmento de la base de Ia infrutescencia, 

dejando ver el corte 30 cm arriba que evidenciaba el saqueo total de semillas. En esta 

poblacién, es predecible que de seguir reduciéndose los indices cle reproduccidn sexual, por 

saqueo de las semillas y de plantas potencialmente adultas, las nuevas generaciones podrian 
llegar a ser el resultado de una endogamia, presentar baja variacién genética o simplemente 
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la falta de produccién de semillas por no existir mds de un individuo para permitir el 

entrecruzamiento. Ademiés, si para esta especie su comportamiento de reclutamiento se da 

por pulsos como el reportado en A. deserti (Nobel 1985, 1992), la falta de semillas en el 

suelo en el afio que las condiciones ambientales permitan el reclutamiento, podria ser una 

limitante del reclutamiento de genets y a largo plazo repercutiria en la variacién genética de 

la poblacién, Para Opuntia rastrera (Mandujano 1995; Mandujano ef al. 1996) se ha 

reportado que la presencia de mayor nimero de flores y frutos esta directamente 

relacionado con una abundante precipitacién de agua del afio anterior. A plantas perennes 

del desierto Sonorense se les han registrado cambios muy marcados en su desarrollo y en 

su demografia cuando se presentan condiciones extremas de humedad 0 de sequia 

(Goldberg y Turner 1986). 

La permanencia de semillas por més de un afio dentro de las c4psulas dehiscentes, 

se hace posible porque entre otros factores el raquis puede mantenerse erecto por la 

presencia de esclerénquima, registrando poco deterioro aun cuando la planta esté muerta 

desde el inicio de la dehiscencia. La presencia de semillas en estas infrutescencias es baja y 

su germinacién bajo condiciones de invernadero registré promedios de porcentajes 

superiores al 20% (Tabla 8). Por lo anterior podria llegar a considerarse que el banco de 

semillas in situ de A. victoriae-reginae no sdlo esta constituido por las almacenadas en el 

suelo, sino también podria extrapolarse al conjunto de frutos en el raquis mientras éstos 

permanezcan erectos. Durante los periodos que permanecen las semillas en condiciones 

naturales, dentro de cApsulas dehiscentes, estan sujetas a los cambios climaticos que 

prevalecen en regiones dridas y al ataque por insectos pardsitos y hongos que deben influir 

en la viabilidad y sobrevivencia de las semillas (Harper y White 1974); ésto para A. 

victoriae-reginae debié repercutir en la disminucién de la germinacién de semillas en el 

invernadero. En Collinsia verna, planta anual de invierno del bosque del E medio de los 

Estados Unidos, Kalisz (1991) reporté que en el banco de semillas in situ pierden viabilidad 

las semillas conforme pasa el tiempo, presentandose un 16% al final del primer afio y 

disminuyendo a 6% a los tres afios. Aguero (1994) para A. victoriae-reginae de la 

poblacién 6, establecié la germinacién de semillas recién liberadas y seleccionadas por su 

menor desplazamiento al separarlas por una corriente de aire en el laboratorio y reporté un 
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promedio de 93%, el cual fue similar al porcentaje de germinacién de semillas con menos 

de un afio de edad colectadas en las diferentes poblaciones de! presente estudio. 

Conservacién de semillas. Las semillas de A. victoriae-reginae después de su maduracion, 

bajo condiciones in situ, estan sujetas a amplios cambios de temperatura y humedad en 

periodos de 24 h, lo cual puede influir en la pérdida de viabilidad con el transcurso de los 

meses, aun en aquellas que permanecen atrapadas dentro de la c4psula. Esta pérdida de 

viabilidad fue observable en las semillas colectadas y almacenadas, las cuales presentaban 

una edad de 1-2, 6-8 y 14 0 mds meses de maduracion. La reduccién en el porcentaje de 

germinacién se presenté en las semillas que permanecieron més tiempo en el campo dentro 

del fruto bajo condiciones naturales. A este respecto, en A. americana, se ha reportado que 

la probabilidad de germinacién en semillas decrece linealmente con el tiempo de almacenaje 

a 60°C (Pritchard 1994; Pritchard y Miller 1995). Las condiciones de almacenamiento 

aplicadas para las semillas colectadas en este estudio, fueron utilizadas no por ser las mas 

idéneas (pues existe un gran desconocimiento de la especie), siao por ser un sistema 

econdémico de almacenamiento y por existir un antecedente de semillas de un fruto 

colectado, las semillas las almacenamos en 1988 en un refrigerador (8-12°C) dentro de un 

frasco con cloruro de calcio anhidro, ocho afios después se registré un 70% de 

germinaci6n. 

Las semillas almacenadas por 2 afios después de su colecta en campo, registraron 

porcentajes similares de germinaci6n en frutos correspondiente a dos poblaciones (2 y 5), 

slo en el caso de una planta registré una disminucién considerable, de 94 a 70%. 

Germinacién de semillas bajo condiciones naturales en las poblaciones visitadas. E] 

éxito del reclutamiento de genets, debe de estar relacionado ccn periodos de Hluvias 

prolongados que debieron presentarse dentro de la historia de vida de las poblaciones. Este 

fenédmeno ha sido registrado para Agave deserti después de 20 afios de observacién en 

campo, de los cuales se reporté que el reclutamiento de genets se presenté en un sélo afio, 

asociado a periodos prolongados de luvias (Nobel 1992). En la poblacion uno se 

observaron altos niveles de germinacién, relacionados con un periodo largo de lluvia, 

ocasionado por la presencia de un ciclén en el Golfo de México, las plantas se presentaban 

en tallas uniformes (presencia de una sola hoja), caracteristico de una talla menor a un mes 
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de edad (estimado en invernadero). En Sedum smallii y Minuartia uniflora son pocos los 

individuos que sobreviven después de alcanzar el estadio de plantula generados de la 

germinacién de semillas (Harper y White 1974). Fendmenos meteorolégicos similares y con 

repeticiones en I o mas afios pueden ser factores que permitan el reclutamiento de genets 

de esta especie. 

Propagacién bajo condiciones controladas, Los altos porcentajes de germinacién en 

suelo diferente al natural y en presencia de alta humedad bajo condiciones de invernadero y 

libre de herbivoros, muestran que el agua puede ser una de las limitantes mas importantes 

para un mayor establecimiento de plantulas. 

Las plantulas clon de A. victoriae-reginae originadas in vitro y establecidas en 

suelo en 1994, han presentado un desarrollo normal, actualmente los diametros mayores 

son de 20 cm. Las plantas han desarrollado brotes laterales, en forma notable, esta 

respuesta también es comin observarla en plantas generadas de semillas al sujetarlas a 

cultivo en invernadero. 

Conclusiones 

* Se establecié la estructura de tamafios, densidad y tamafio de la mayoria de las 

poblaciones, lo cual permitié entender ecolégicamente el estado en que se encuentran las 

poblaciones. 

* Se establecieron diferencias de la forma de reclutamiento (genet y ramet) en dos 

ambientes, determinando que a diferencia de otros agaves, la especie estudiada presenta 

una mayor incidencia a las formas genets. 

* El reclutamiento de genet (sexual) en relacion a los ramets (asexual) es superior en 

ambiente de pared (0.35 ramets/genets), invirtiéndose la respuesta para el ambiente de loma 

(2.55 ramets/genets), lo cua! parece estar relacionado la abundancia de ramets a la 

presencia o abundancia de suelo. 

* El potencial reproductivo sexual es alto y muy probablemente estable, reflejado por la 

alta produccién de semillas por planta reproductiva (promedios superiores de 50,000 

semillas por planta) y los altos porcentajes de germinacién (>90% después de 6 meses de 

colecta y de aproximadamente 25% después de 2 afios de permanecer dentro del fruto bajo 
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las condiciones extremas del desierto). Sin embargo su reclutamiento parece depender de 

las condiciones del medio ambiente, principalmente de la humecad y del h4bitat de pared 

que reduce la depredacién de semilla y facilita su establecimiento. 

* Las semillas tienen alto porcentaje de germinacién inmediatamente después de su colecta 

(superior al 90%) y disminuye si no se almacenan adecuadamente, la metodologia utilizada 

(8-10°C, obscuridad y baja humedad relativa) es adecuada para la conservacién a mediano 

plazo 10-15 aiios, periodos mas largos podrian garantizarse a temperaturas mas bajas (- 

20°C) utilizando sistemas aplicables a especies horticolas y forestales. 

* La rigidez de estructuras de las plantas aun después de muertas, en Jas que se mantienen 

los frutos dehiscentes por mas de dos afios, constituyen parte del banco de semillas in situ 

por almacenar semillas que se conservan viables (semillas con 25% o mas de germinacién 

después de dos afios en campo) y por la dehiscencia que aun se presenta en la frutescencia. 

* Se establecié el principio de un sistema de conservacién ex situ de semillas de A. 

victoriae-reginae. Las condiciones de almacenamiento en refrigeracién aqui reportadas y 

empleadas ya durante dos afios, aunque probablemente no son las mas idéneas, se presenta 

como una ailternativa de bajo costo viable para el almacenamiento de germoplasma. 

* Por la alta diferenciacién estadistica en la estructura de tamaiios y las diferencias 

morfolégicas apreciadas en las plantas entre las poblaciones durante el recorrido en campo, 

demuestra la necesidad de profundizar en ellos y desarrollar es:udios de taxonomia, 

citogenética, anatomia, aspectos de la biologia reproductiva, para evaluar el nivel de 

diferenciacién entre las poblaciones. Aunque no se cuantificd, fue posible observar 

diferencias morfoldgicas de las plantas entre las poblaciones. 

* Para la poblacién 3 (habitat de loma) se recomienda desarrollar y aplicar un programa de 

conservacion in situ en forma de jardin botanico regional donce se puedan proteger al 

mayor numero de sitios, y agrupar los distantes. Lo anterior debido a que esta sujeta a un 

saqueo exhaustivo de semillas y plantas, por colectores con interés comercial ornamental, 

asi como por aficionados y jardines botanicos para mantener sus colecciones. De continuar 

con esta actividad, en un lapso corto la poblacién manifestara una aguda erosion genética, 

sobre todo si se toma en cuenta que la poblacién esta represeritada por un estimado de 864 

indivs, de los cuales menos de 6 llegan al estado reproductivo por ajio. 
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* Se recomienda suspender la demolicién de dos pequefias sierras, hdbitats de distribucién 

de dos poblaciones, la 2 y la 6, de las cuales se explota el mineral. De no detener el 

deterioro de estas dos poblaciones, seguiran el mismo camino en que se encuentra la 

poblacién 3. 

Literatura citada 

Aguero, M.A. 1994. Potencial de reproduccién sexual de la Noa (Agave victoriae-reginae 

T. Moore). Tesis de Licenciatura, Escuela Superior de Biologia, Universidad Juarez del 
Estado de Durango, México. 

Arias §. 1993. Cactaceas: conservacién y diversidad en México. Rev. Soc. Méx. Hist. Nat. 
44:109-115. 

Arizaga S. y E. Ezcurra. 1995. Insurance against reproductive failure in a semelparous 
plant: bulbil formation in Agave macroacantha flowering stalks. Oecologia 101:329-334. 

Axelrod D.I. 1950. Evolution of desert vegetation in western North America. Carn. Inst. 
Wash. Publ. 590:215-306. 

‘Blanco C.E. 1995. Propuesta sistematica para el aprovechamiento y conservacidn de la noa 
‘Agave victoriae-reginae T. Moore). Tesis de Maestria, Facultad de Agricultura y 

‘Zootecnia, Universidad Judrez del Estado de Durango, México. 

Barrett S.C.H. y J.R. Kohn. 1991. Genetic and evolutionary consequences of small 
population size in plants: implications for conservation. Paginas 3-30, en: Donald A. Falk y 
K.E. Holsinger (eds.), Genetics and Conservation of rare plants. Oxford Univ. Press, New 
‘York. 

Begon M. y M. Mortimer. 1986. Population Ecology: A unified study of animals and 
plants. Blackwell Sci. Publ. Mass. USA. 220 p. 

Bye R. 1993. The role of humans in the diversification of plants in Mexico. Paginas 707- 
731, en: T.P. Ramamoorthy, R. Bye, A. Lot, y J.Fa (eds.), Biological diversity of Mexico: 

crigins and distribution. Oxford Univ. Press, New York. 

Caswell H. 1985. The evolutionary demography of clonal reproduction. Paginas 187-224, 

en: J.B.C. Jackson, L.W. Buss y R.E. Cook (eds.), Population biology and evolution of 

clonal organisms. Yale Univ. Press, New Haven, Connecticut, USA. 

Cook R.E. 1979. Asexual reproduction: a further consideration. American Naturalist 

113:769-772. 

33



Cap. 3: Estructura poblacional y consersacion de semillas de A. victoriae-reginae 

. 1985. Growth and development in clonal plant populations. Paginas 259-296, en: J.B.C, Jackson, L.W. Buss, y R.E. Cook (eds.), Population biology and evolution of clonal organisms. Yale University Press, Connecticut, USA. 

Darlington H.T. y G.P. Steinbauer. 1961. The eighty-year period for Dr. Beals’seed viability experiment. Amer. J. Bot. 48:321-325. 

Eguiarte L. y A. Burquez. 1987. Reproductive ecology of Manfreda brachystachya, an iteroparous species of Agavaceae. The Southwestern Naturalist 32: 169-178. 

Epling C., H. Lewis y F.M. Ball. 1960. The breeding group and seed storage: a study in population dynamics, Evolution 14:238-255. 

Frankel O.H. y M.E. Soulé. 1981. Conservation and evolution. Cambridge Univ. Press, 
London. 327 p. 

Frankham R. 1995. Conservation genetics. Ann. Rev. Genetics. 29:305-327. 

Freeman C.E. 1973. Some germination responses of lechuguilla (Agave lechuguilla Torr.). 
Southwestern Naturalist 18:125-134. 

, RS. Tiffany y W.H. Reid. 1977, Germination responses of Agave 
lechuguilla, A. parri, and Fouquieria Splendens. Southwestern Naturalist 22:195-204, 

. , W.H. Reid y J.E. Becvar. 1983. Nectar sugar cornposition in some species 
of Agave (Agavaceae). Madrofio 30:153-158. 

. 1985. Aspects of the reproductive biology of Agave lechuguilla Torr. Desert Plants 7:74-80. 

  

Frego K.A. y R.J. Staniforth. 1986. The Brittle Prickly-pear cactus, Opuntia fragilis, in the 
boreal forest of southeastern Manitoba. Canadian Field Naturalist 100:229-236, 

Garcia-Mendoza A. y R.V. Galvan. 1995. Riqueza de las familias Agavaceae y Nolinaceae 
en México. Bol. Soc. Bot. Méx. 56:7-24. 

Gentry S.H. 1982. Agaves of Continental North America. Univ. of Arizona Press, Tucson. 
670 p. 

Goldberg E.D. y R.M. Turner. 1986. Vegetation change and plant demography in 
permanent plots in the Sonoran desert. Ecology 67:695-712. 

Harper J.L. y J. White. 1974. The demography of plants. Ann. Rev. Ecol. Syst. 5:419-463. 

34



  

Cap. 3: Estructura poblacional y conservacién de semillas de A. victoriae-reginae 

Howell D.J. y B. Schropfer Roth. 1981. Sexual reproduction in agaves: the benefits of bats; 

the cost of semelparous advertising. Ecology 62:1-7. 

Kalisz S. 1991. Experimental determination of seed bank age structure in the winter annual 
Collinsia verna. Ecology 72:575-585. 

Krebs Ch.J. 1985. Ecologia, estudio de 1a distribucién y la abundancia. Harper & Row 
Latinoamericana, México. 753 p. 

Mandujano M.C.S. 1995. Establecimiento por semillas y propagacién vegetativa de 
Opuntia rastrera en dos ambientes contrastantes en la reserva de la biosfera de Mapimi, 
Turango. Tesis de Doctorado en Ecologia, Unidad de los Ciclos Profesionales y de 

Posgrado de! C.C.H. Centro de Ecologia. U.N.A.M., México. 82pp. 

, C. Montafia y L.E. Eguiarte. 1996. Reproductive ecology and 
inbreeding depression i in Opuntia rastrera (Cactaceae) in the Chihuahuan desert: Why are 
sexually derived recruitments so rare? Amer. J. Bot. 83:63-70. 

Martinez-Palacios A. 1991. Propagacién masiva in vitro y recuperacion de poblaciones de 

orquideas en peligro de extincién. Tesis de Maestria en Ciencias (Biologia), Facultad de 
C:encias, UNAM, México. 100 pp. 

Martinez Del Rio C. y L.E. Eguiarte. 1986. Bird visitation to Agave salmiana: 
comparisons among hummingbirds and perching birds. Condor 89:357-363. 

Nobel P.S. 1985. Environmental Responses of Agaves a case study with Agave deserti. 
Paginas 55-66, en: C. Cruz, L. Del Castillo, M. Robert y R.N. Ondarza (eds.), Biologia y 

Aprovechamiento integral del Henequén y otros Agaves. Centro de Investigacién Cientifica 
de Yucatan, A.C. 

. 1992. Annual variations inflowering percentage, seedling establishment and 

rainet production flora desert perennial. Int. J. Plant Sci. 153: 102-107. 

. 1994. Remarkable Agaves and Cacti. Oxford University Press, New York. 

Osborne R. y J. van Staden. 1987. Jn vitro regeneration of Stangeria eriopus. HortScience 
22: 1326. 

Pianka E.R. 1982. Ecologia Evolutiva. Omega, S.A. Barcelona, Espafia.365 p. 

Polis G.A. 1991. I. Desert communities: an overview of patterns and processes, en: G.A. 

Polis (ed.), The Ecology of Desert Communities. The University of Arizona Press, Tucson. 

35 

 



Cap. 3: Estructura poblacional y conse.vacién de semillas de A, victoriae-reginae 

Pritchard H.W. 1994. Seed conservation in Agavaceae: Observations on the germination 
and longevity of Agave americana seeds. 1 Simposio Internacional sobre Agavaceas, 9-11 
de nov. 1994, Jardin Botanico, IB-UNAM, México. 

-y AP. Miller. 1995, The effects of constant temperatures, light and seed 
quality on the germination characteristics of Agave americana. Bol. Soc. Bot. México 
$7:11-14. 

Ricklefs R.E. 1984. Ecology. Chiron Press, New York. 

Roberts E.H. 1975. Problems of long-term storage of seed and pollen for geneti¢ resources 
conservation. Paginas: 269-295, en: Crop Genetic Resources for Today and Tomorrow, 
O.H. Frankel y J.G. Hawkes (eds.). International Biological Programme 2. Cambridge 
Univ. Press. 

Rzedowski J, 1962. Contribuciones a la fitogeografia floristica e historia de México I. 
Algunas consideraciones acerca del elemento endémico en la flora mexicana. Bol. Soc. Bot. 
Méx. 27:52-65. 

. 1991a. Diversidad y origen de la flora fanerogamica de México. Act. Bot. 
Mexicana. 14:3-21. 

. 1991b. El endemismo en la flora fanerogamica mexicana: una apreciacién 
analitica preliminar. Acta Bot. Mexic.15:47-64. 

. 1993. Diversity and origins of the phanerogamic flora of Mexico. Paginas 
129-144 en: T.P. Ramamoorthy, R. Bye, A. Lot, and J. Fa (eds.), Biological diversity of 
Mexico: origins and distribution. Oxford Univ. Press, New York. 

Sanchez-~Mejorada H.R. 1979. Saqueo de cactaceas mexicanas aprovechando las 
excursiones de turistas. Cact. Suc. Mex. 24:75-77. 

SAS (1990). SAS/STAT User’s Guide, Version 6, 4° ed. SAS Institute, Inc., Cary, NC. 

Schaffer W.M. y M.V. Schaffer. 1979. The adaptative significance of variations in 
teproductive habitat in the Agavaceae II: pollinator foraging behavior and selection for 
increased reproductive expenditure. Ecology 60:1051-1069. 

Slauson L. 1995. Factors affecting the distribution, pollination ecology, and evolution of 
Agave chrysantha Peebles and A. palmeri Engelm. (Agavaceae). Paginas 194-205, en: L.F. 
DeBano, G.J.Gottfried, RH. Hamre, C.B. Edminster, P.F. Ffolliot y A.Ortega-Rubio 
(eds.), Biodiversity and Management of the Madrean Archipelago: The Sky Islands of 
Southwestern United States and Northwestern Mexico. USDA Forest Service, General 
Technical Report RM-GTR-264. 

36



  

Cap. 3: Estructura poblacional y conservacion de semillas de A. victoriae-reginae 

Stearns S.C. 1987. The evolution of sex and its consequences. Birkhauser Verlag, Boston. 

Stebbins, G.L. 1952. Aridity as a stimulus to plant evolution. Amer. Nat. 86:33-44. 

Szarek S.R. y G.E, Holmesley. 1996. Physiological activity in persistent bulbils of Agave 
vilmoriniana (Agavaceae). Amer. J. Bot. 83:903-909. 

Thompson, P.A. 1975. The collection, maintenance and environmental importance of the 

genetic resources of wild plants. Environ. Conserv. 2:223-228. 

Trame A.-M., A.J. Coddington y K.N. Paige. 1995. Field and genetic studies testing 

optimal outcrossing in Agave schottii, a long-lived clonal plant. Oecologia 104:93-100. 

37



  

Cap. 4: Micropropagacién de A. victoriae-reginae (Agavaceae), a partir del cultivo de embriones 

CAPITULO IV 

MICROPROPAGACION DE Agave victoriae-reginae T. MOORE (AGAVACEAE), 

A PARTIR DEL CULTIVO DE EMBRIONES CIGOTICOS Y TALLOS DE 

PLANTULAS DE SEMILLAS GERMINADAS IN VITRO. 
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Micropropagacién de Agave victoriae-reginae T. Moore (Agavaceae), a partir del 
cultivo de embriones cigéticos y tallos de plintulas de semillas germinadas in vitro. 

Introduccién 

Los procedimientos de cultivo de tejidos vegetales sori metodologias que a partir de 

células, tejidos y érganos han permitido la propagacion en forma masiva de plantas de 

numerosas especies (Tisserat 1985). La regeneracién de plantas es la piedra angular en estas 

técnicas, alin para otras aplicaciones que tienen gran trascendencia como el establecimiento 

de nuevas y mejores alternativas de mejoramiento genético como la hibridacion por 

protoplastos, cultivo de tejidos haploides (anteras y dvulos), generacién de variabilidad 

genética, estudios de crecimiento y diferenciacién, clonacién en propésitos de rapida 

multiplicacién en especies con interés comercial o de dificil propegacién, obtencién de 

plantas libres de patégenos a través del cultivo de meristemos, estudios de reguladores del 

crecimiento, produccién de metabolitos secundarios para uso industrial, conservacién de 

germoplasma, rescate de embriones, estudios basicos, etc. (George y Sherrington 1984; 

George 1993). La aplicacion de estas técnicas ha llegado a tener un gran impacto sobre 

todo en la agricultura desde la década de los setenta, generando plantas por hibridacién de 

protoplastos, estudios de crecimiento y diferenciacién, generacién de plantas variables 

genéticamente, cultivo de anteras, eliminacion de enfermedades a. partir del cultivo de 

meristemos, multiplicacién rapida y clonal de especies deseables 0 de dificil propagacion 

por métodos tradicionales, y muchos estudios con reguladores del crecimiento (Murashige 

1974, 1978; Tisserat 1985). El uso de estas técnicas es una poderosa herramienta en la 

agricultura y horticultura, incorporando a estas dos disciplinas un gran numero de hibridos y 

variedades (George 1993). 

El cultivo de tejidos se fundamenta en la totipotencialidad celular (Dodds y Roberts 

1982), por lo que tedricamente de cualquier parte de la planta se pueden regenerar nuevas 

plantas. Sin embargo, el tipo y el estado fisiolégico del fragments de planta (explante) seran 

factores importantes en el estudio de regeneracién y estabilidad genética (George 1993). 

Tejidos y érganos inmaduros son generalmente los de mayor plasticidad morfogenética in 

vitro, en relacién a los tejidos maduros (Gamborg 1982, 1984; Tisserat 1985). Ademas, los 

tejidos u érganos meristeméticos, pueden ser seleccionados sobre otras fuentes de tejidos
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por sus propiedades para clonacién, sobrevivencia al cultivo, tasas de crecimiento y 

expresion de su totipotencialidad in vitro (Tisserat 1985). Los componentes fisico-quimicos 

del cultivo de tejidos son también importantes a considerar para el adecuado desarrollo de 

los cultivos, entre los de mayor importancia en tomar en cuenta, se pueden citar a las sales 

minerales, la sacarosa como fuente de carbono, las vitaminas, aminodcidos, reguladores del 

crecimiento, pH, temperatura y la luz en cuanto a Ia intensidad, calidad y fotoperiodo 

(Gamborg y Shyluk 1981; Dodds y Roberts 1982; Gamborg 1982, 1984; Tisserat 1985; 

(George 1993). Las investigaciones en diversas especies han permitido la generacidn de un 

gran niimero de medios nutritivos, el mas cominmente usado es la formulacion desarrollada 

por Murashige y Skoog (MS) en 1962 (Murashige 1974; George y Sherrington 1984; 

Tisserat 1985; George 1993). 

EI cultivo de tejidos vegetales se puede enmarcar en dos vias de acuerdo al proceso 

ce regeneracién de las plantas (Tisserat 1985): (a) embriogénesis somatica directa e 

indirecta, y (b) organogénesis que puede ser de forma directa, indirecta y la formacin de 

plantas a partir de yemas axilares y meristemos apicales. 

(a) Embriogénesis somatica. La formacién de embriones somaticos a partir de células, 

tejidos y érganos puede llegar a ocurrir de manera directa e indirecta, en gran parte por la 

a:cién inductora de auxinas como el 2,4-D y eventualmente citocininas (Tisserat, 1985, 

George 1993). La forma directa implica el desarrollo a partir de una célula o un grupo de 

células directamente del tejido somético sin pasar por la fase de callo (masa amorfa de 

células). Entre los tejidos de mas rapida respuesta se pueden citar a las células epidérmicas 

de tallo, explantes de embriones inmaduros, asi como el tejido nucelar, aunque se reporta 

también de anteras y protoplastos (Tisserat, 1985). La embriogénesis indirecta consiste del 

establecimiento en cultivo in vitro de cualquier explante, la proliferacion de callo y la 

subsecuente iniciacion de estructuras proembrionarias donde participan una célula o un 

grupo de éstas. Practicamente cualquier parte de la planta, como raiz, hojas tallo, embrion 

cizotico, peciolo, etc., puede ser utilizada para producir callos embriogénicos (George y 

Sherrington 1984; Tisserat 1985; George 1993). 

Perspectivas del uso de la embriogénesis en la propagacién de especies en 

peligro de extinci6n. Para la aplicacién de este sistema de propagaci6n por cultivo de 
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tejidos en programas de conservacién de especies en peligro de extincién, es fundamental 

distinguir las vias que permiten mantener una estabilidad genética de las que generan 

diferentes niveles de inestabilidad. Para lograr cultivos estables genéticamente, es necesario 

seleccionar el érgano 0 tejido apropiado, las regiones meristeméticas: yemas axilares y 

puntas de brotes, son tejidos que se caracterizan por mantener su estabilidad genética, por 

ser zonas donde las células que lo integran se mantienen en un estado de renovacién celular 

y de forma similar al formado durante el desarrollo del embrién cigético (Kartha 1981; Hu y 

Wang 1983; Hussey 1986; Margara 1988). Los tejidos y 6rganos no meristematicos 

derivados de brotes y yemas axilares, como hojas, raiz, tallo, estolén, tubérculo, etc., se 

caracterizan por presentar alta especializacion celular, en muchos casos ésta se ve reflejada 

en cambios notables a nivel cromosémico, a este respecto, Ramulu y Dijkhuis (1986) por 

medio de un andlisis del ADN nuclear por citémetro de flujo, er: diversos tejidos (brote, 

hoja, tallo, raiz, estolén) de 2 especies de Solanum, reportaron ‘sna alta inestabilidad en 

tallos, raices y estolones en relacién a explantes de hojas y brotes. 

La via de respuesta morfogenética, directa e indirecta, es otro factor importante a 

contemplar para la estabilidad 0 inestabilidad genética (Hussey 1986; Meins 1986). Los 

procesos indirectos implican una desdiferenciacién de los tejidos, protagonizado por una 

mitosis acelerada, que conllevan a una desorganizacién, originando una masa de células, 

comtinmente denominada callo, inducida principalmente por la oresencia exégena de 

reguladores del crecimiento adicionados al medio. Los cultivos de callo por largos periodos 

de tiempo, estan directamente relacionados con la aparicién y presencia de elevados niveles 

de variacién genética, ejemplo: cambios cromosdémicos en la estructura y el numero 

cromos6mico, en el contenido de ADN y cambios genéticos (Karp y Bright 1985; Hussey 

1986). Esta inestabilidad puede presentarse de igual forma en lantas generadas de cultivos 

celulares en suspensi6n y a partir de protoplastos (D’Amato 1978; Larkin y Scowcroft 

1981; Meins 1986). Sin embargo, existen ejemplos de inestabilidad genética en plantas 

generadas de apices de tallo y meristemos, asi como ejemplos cle estabilidad genética en 

plantas generadas a partir de callos y cultivos en suspensién (Nehra et ai. 1994). 

Es evidente que la estabilidad genética depende de varios factores, entre los de 

mayor importancia se mencionan al tipo de explante (meristems), el sistema de
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regeneraci6n (directa), el genotipo, el tipo y la concentracién optima de los reguladores de 

crecimiento (minimas) y el menor tiempo en cultivo de los estados inestables (ej. callo) 

(Kartha 1981; Hussey 1986; Nehra et al. 1994). 

(>) Organogénesis. La organogénesis es la base fundamental de la multiplicacién 

vegetativa o formacién de nuevos meristemos (Margara 1988) y también de la produccién 

mundial de plantas in vitro (Vasil 1994). Tisserat (1985) divide al proceso de produccién de 

érganos en tres tipos: (a) produccién de érganos adventicios via callo, a lo cual se le 

nombra organogénesis indirecta, los tejidos mas convenientes para ser utilizados por esta 

va son las puntas de tallos, hojas y pétalos; (b) surgimiento de 6rganos adventicios 

d:rectamente, sin pasar por la fase de callo, se emplean embriones, hojas, cormos, bulbos, 

tallos, rizomas y tubérculos; y (c) produccién de plantas generadas de la brotaci6n de las 

yemas axilares o puntas de brotes, para la propagacién usualmente se adiciona al medio una 

citocinina para inhibir la dominancia apical y estimular el desarrollo de las yemas axilares; 

una més de las ventajas de usar 4reas meristematicas es que dependiendo del tamafio del 

explante usado inicialmente, si se cultivan meristemos (80 j1) pueden obtenerse plantas 

libres de patgenos (Tisserat 1985; Margara 1988). Estos dos ultimos procesos (by ¢c) se 

ermarcan en una organogénesis directa, en donde las células con la competencia 

organogenttica se encuentran en el explante al tiempo de su disecci6n. La forma indirecta 

requiere de una desdiferenciacién del tejido acompafiada de una actividad mitética para la 

formacion de callo y posteriormente ocurre una redeterminacién de las células para adquirir 

la capacidad morfogenética (Sharp ef al. 1980). Al igual que en la embriogénesis somatica 

directa, los promotores de la callogénesis son altas concentraciones de auxinas y bajas 0 

ausencia de citocininas (Tisserat 1985; George 1993). 

Perspectivas de la aplicacién de la organogénesis en la propagacién de especies 

en peligro de extincién. De las tres vias propuestas anteriormente para la produccion de 

orzanos, la ultima, produccién de plantas generadas directamente de la brotacién de las 

yernas axilares o puntas de brotes, es el proceso que permite mantener una mayor 

posibilidad de estabilidad genética (Kartha 1981; Hussey 1986). Para los casos en que se 

requiere mantener la estabilidad genética y se utiliza la desdiferenciacién a callo de los 

tej:dos, es necesario que el cultivo y division del callo no se prolongue, debido a que se
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corre el riesgo de generar plantas aberrantes tal y como se indico anteriormente para la 

embriogénesis. 

Perspectivas de la aplicacion del cultivo de tejidos vegetales en la propagacién de 

especies en peligro de extincién. La aplicacién de algunas de estas técnicas en el area de la 

agricultura, se presentan como una alternativa para ser utilizadas en la propagacién de 

plantas y conservacién de germoplasma de especies en peligro de extincién (Raven 1976; 

Rao 1977; Wochok 1981; Snow 1985; Stewart 1989; Iriondo y Pérez 1990; Martinez- 

Palacios 1991; Rubluo et al. 1993), entre las cuales se puede mencionar algunos de los 

sistemas aplicados en la agricultura (Murashige 1978; George, 1993) como el rescate de 

embriones, obtencién de plantas libres de patogenos, rapida propagacion clonal y 

conservacion de germoplasma in vitro. 

En conservacién de germoplasma de interés agricola las plantas se conservan a 

temperaturas bajas de 0-12°C y las semillas a -20°C. Sin embargo, aunque los periodos de 

conservacién son relativamente largos para semillas (20-50 afios), las plantas in vitro 

requieren de subcultivos por periodos de 2-4 afios (Roberts 1974; Frankel y Soulé 1981). 

Los avances en la criopreservacién se presentan como una alternativa viable, en un futuro 

cercano con el entendimiento sobre el congelamiento en nitrégero Kquido (-196°C) de las 

células vegetales. Lo anterior tendra un papel importante en la conservacién ex sifu de la 

diversidad genética de las especies, los bancos de genes ocuparan espacios muy reducidos, a 

partir de tan solo unas cuantas células o una punta de brote por individuo (Withers 1986). 

Una de las aplicaciones con gran potencialidad para las especies amenazadas se 

registra en la micropropagacion, donde ha alcanzado niveles de alta eficiencia. A este 

respecto, Martin (1984) reporta la obtencién de 200,000 a 400,(100 plantas (ej. rosales, 

perales, manzanos, etc.) en un afio a partir de una sola yema, que en comparacion con el 

método tradicional de injerto 0 estaca, solamente se generan de 30 a 50 descendientes en 

dos aifios. 

E] uso de la micropropagacién por vias morfogenética que no aseguren la estabilidad 

genética, sdlo podra ser aceptada para uso comercial. Sobre todo se aplica en aquellas 

especies en peligro de extincién con el alto valor ornamental, donde su comercio esta 

promovido por un mercado negro y un continuo saqueo de plantas silvestres. De no
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frenarse esta actividad ilegal, ocasionaré la extincién acelerada de muchas especies. Si se 

satura el mercado con plantas cultivadas, se permitiria reducir el saqueo de plantas de las 

poblaciones silvestres. 

En poblaciones donde existe una pérdida de variacién genética, al tratar de 

incrementar o inducir variacién genética de manera artificial, se corre el riesgo de generar 

individuos aberrantes, como la induccién de poliploidia originada por diferentes grados de 

endoreduplicacién nucleica (D’ Amato 1977; Ramulu y Dijkhuis 1986) o de plantas con 

cierto grado de mutacién (Karp y Bright 1985; Hussey 1986). Estos cambios pueden 

acarrear problemas de mayor gravedad que el estado actual de perturbacién de una especie, 

ya que la introduccién de genes raros a una poblacién pueden interrumpir genes 

coadaptados de las poblaciones silvestres y llevar primero a la extincién de pequefias 

poblaciones (Ecker 1989). 

EI uso de las técnicas especificamente las de cultivo in vitro son una poderosa 

herramienta para el caso de especies donde la germinacién por métodos tradicionales es casi 

nula. Un ejemplo notable lo presentan las semillas de orquideas que hasta el siglo pasado se 

consideraron en su mayoria estériles, las investigaciones realizadas por Bernard en 1899 

(Knudson 1922) y Burgeff en 1909 (Withner 1959) permitieron descubrir el papel de un 

hongo micorricico especifico en la germinacién simbidtica. En base a estas investigaciones, 

Knudson (1922) logré con éxito hasta en un 100% la germinacion asimbiética de semillas 

de un hibrido (LaeliaXCattleya) al adicionar glucosa y fructosa a un medio nutritivo y 

establecer el cultivo bajo condiciones asépticas. Estas técnicas han sido utilizadas 

exitosamente en la germinacién asimbidtica de semillas de orquideas mexicanas en peligro 

de extincién, y su desarrollo in vitro a planta para su posterior liberacion en el habitat 

natural (Martinez-Palacios 1991; Rubluo ef al. 1993). En relaci6n a la aplicacién de cultivo 

de tejidos podria ser de suma importancia cuando los sistemas tradicionales de propagacién 

20 funcionan o en aquellas poblaciones donde la erosién genética por efecto antropogénico 

ha alcanzado niveles alarmantes. Lo anterior es evidente para Cercocarpus traskiae Eastw. 

endémico de la isla de Santa Catarina, California, en la que inicamente se encontraron 7 

plantas y un andlisis isoenzimdético mostré que correspondian a 7 genotipos unicos 

(Mistretta 1994).
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Antecedentes 

En cultivo de tejidos, las investigaciones del género Agave se han realizado con pocas 

especies (Tabla 1). Los estudios se han orientado principalmente a especies de uso horticola 

e industrial, con la finalidad de propagar masivamente clones de plantas seleccionadas en 

campo, que permitan establecer homogeneidad en los cultivos, resaltando las caracteristicas 

de interés comercial, de las cuales, podemos citar la calidad y cantidad de fibra, desarrollo 

acelerado de las plantas entre otras caracteristicas (Tabla 1). En el caso de las especies en 

peligro de extincion, las técnicas de cultivo in vitro se presentan como una alternativa 

importante en la conservacién de germoplasma y propagacién de plantas y son una 

herramienta fundamental cuando los sistemas tradicionales no funcionan (Rao 1977; Frankel 

y Soulé 1981; Wochok 1981; Martinez-Palacios 1991). Debido a las formas de crecimiento 

de las plantas del género Agave, las estructuras que han sido utilizadas para fines de 

micropropagacién son hoja, tallo, yema lateral, rizoma o estolén; también existen algunos 

reportes del uso de estructuras reproductivas (semilla) (Tabla 1). La mayoria de las 

respuestas se han reportado orientadas a la formacién de brotes via organogénesis directa e 

indirecta, y s6lo se encontraron tres reportes con respuesta de embriogénesis somatica, y en 

uno de ellos no hubo evidencias claras del proceso (Tabla 1). El uso de reguladores del 

crecimiento, auxinas y citocininas, ha sido necesario en la promocidn de respuestas 

morfogeneéticas (Tabla 1). El medio de cultivo con mayor aplicacién en micropropagacién 

de agaves es el MS (Murashige y Skoog), como se expresa en los diferentes trabajos citados 

(Tabla 1). 

Objetivo general. Aplicar el cultivo de tejidos para estudiar y establecer sistemas de 

propagacién masiva de Agave victoriae-reginae T. Moore, que pueda ser utilizado en: (a) 

el rescate de genotipos erosionados, manteniendo su identidad genética, e incorporarlo a 

programas de conservacién; (b) la propagacién masiva para uso en Ja industria de planta 

ornamental que permita reducir indirectamente el saqueo de semillas y plantas silvestres al 

surtir el mercado demandante. 

Objetivos particulares. j 

1. Establecer condiciones para la regeneracién in vitro de plantas Agave victoriae-reginae a | 

partir de embriones cigdticos y secciones de tallo de plantulas. |
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Cap. 4: Micropropagacién de A. victoriae-reginae (Agavaceae), a partir del cultivo de embriones 

2. Evaluar la estabilidad genética de los regenerantes de diversas via morfogenéticas 

utilizando anilisis electroforéticos de isoenzimas. 

3. Evaluar anat6micamente la estructura de los regenerantes. 

4. Establecer las bases de la aplicacién de diferentes vias morfogenéticas in vitro, para su 

aplicacién en la conservacién de especies de zonas aridas con problemas de extinci6n. 

Materiales y Métodos 

Material vegetal utilizado. Semillas, tallos con tejido meristematico y fragmentos de hoja 

de plantulas generadas de la germinacién in vitro de semillas de Agave victoriae-reginae, de 

dos fuentes: (a) semillas donadas en 1987 por el Sr. Rivas, colectadas en campo, no se 

cuenta con la ubicacién exacta de la colecta; y (b) semillas donadas en 1994 por Andrés 

Rodriguez Gamez, colectadas al SE de la Ciudad de Saltillo, reportada en esta tesis como 

poblacién 3. 

Germinacién de semillas in vitro. Las semillas se desinfectaron en etanol 70%, en 

agitacién durante un minuto, posteriormente en blanqueador de uso doméstico (6% de 

cloro activo), diluido al 30% (v/v) con agua destilada, 2-3 gotas de Tween 80/100 ml y se 

agitaron durante 20 min. Bajo condiciones asépticas, en una carapana de flujo laminar se 

retiré la solucién desinfectante y se enjuagaron las semillas tres veces en agua destilada 

esterilizada. Un promedio de cinco semillas se sembraron por frasce (20 frascos) de 125 mi 

con 25 ml de medio basal MS (Murashige y Skoog 1962). Se incubaron durante 45-90 dias, 

para permitir que las plantulas alcanzaran una talla de 3-4 cm con 4-6 hojas. 

Condiciones de incubacién. Las condiciones de la camara de incubacién de cultivos in 

vitro a las que estuvieron sujetos los cultivos, fueron 27° + 3°C, fotoperiodo 16 h luz (1000 

lux) o en obscuridad. 

Desinfeccién del d4rea de siembra, preparacién, composicién de medios nutritivos. Se 

siguieron los sistemas convencionales utilizados en la aplicacién de las técnicas de cultivo 

de tejidos (Brown y Thorpe 1984; Constabel 1984; Gamborg 1984; Vasil y Vasil 1984, 

Martinez-Palacios 1991).
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Cap. 4: Micropropagacién de A. victoriae-reginae (Agavaceae), a partir del cultivo de embriones 

Cultivo de fragmentos de hojas. De las plantulas generadas de la germinacién de semillas 

in vitro, se fraccionaron las hojas y se generaron 3-5 fragmentos (3-4 mm de longitud) por 

hoja. Se cultivaron en medio MS con diferentes tratamientos de reguladores del 

ctecimiento, 2,4-D 0.0, 0.1, 0.5 y 1.0 mg/l en combinacién con BA 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/l 

(ver Tabla 2). Generando 16 tratamientos, cada tratamiento con 20 segmentos de hojas. Los 

cultivos se incubaron en obscuridad. 

Cultivo de tallo con dépice de plantulas. A las plantulas in vitro se les disecaron las hojas y 

raiz, dejando como explante al tallo, éste se cultivé en medio basal MS y en MS con 6 

trutamientos de dos reguladores del crecimiento aplicados en forma independiente: 2,4-D 

0.1, 0.5 y 1.0 mg/l; y BA 0.5, 1.0 y 2.0 mg/l (ver Tabla 3). Se utilizaron 10 tallos por 

tretamiento. 

Regenerantes a partir de un embridén cigético. En 1988, semillas de A. victoriae-reginae 

de localidad desconocida, se sembraron bajo condiciones in vitro ,en medio MS. Una de las 

seinillas desde el inicio de la germinacién derivé a la formacién de callo morfogenético y 

gexer6 plantulas por diferentes vias, el tejido morfogenético se subcultivé durante 8 afios en 

medio basal MS sin la aplicacién de reguladores del crecimiento. Se exploraron las 

respuestas de los cultivos de fragmentos de hojas y del cultivo de tallos de individuos 

generados de esta respuesta clonal, se les aplicé un barrido de reguladores del crecimiento 

utiizado en tallos y segmentos de hojas de plantulas de semillas descrito anteriormente. 

Paca hoja se utilizaron 20 explantes por tratamiento y para tallo un promedio de 12 tallos 

por: tratamiento. 

Efecto de los macronutrimentos de! MS y Ia sacarosa en la brotacién multiple en 

tallos de plintulas de semillas. Tallos de plantulas fueron cultivados en medio MS y MS al 

50 % de los macronutrimentos, ambos medios modificados con 20, 30, 45 y 60 g/l de 

sacarosa, en todos los casos en presencia de BA a 0.5 mg/l. Se utilizaron, en promedio, 12 

tallos de plantulas por tratamiento. 

Anilisis electroforético de plantulas clon. Se evaluaron 10 loci de 7 enzimas: ACPH-1, 

EST-1, EST-2, GOT-1, LAP-1, ME-1, PGI-2, PGI-3, PGM-1, PGM-2 (Apéndice Ib). Se 

utilizé el sistema No. 8 (Soltis et al. 1983; y capitulo II de esta tesis) (Apéndice Ia). A partir 

de los regenerantes (clon) de un embrién cigdtico (plantulas in vitro de 3-4 cm de altura),



Cap. 4: Micropropagacién de A. victoriae-reginae (Agavaceae), a partir del cultivo de embriones 

mantenidos durante 8 afios con mas de diez subcultivos en medio MS basal. Se maceraron 

en un mortero, 30 de estas plntulas, siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo II 

de esta tesis, se analizé la estabilidad o variacién isoenzimatica de las plantulas provenientes 

de diferentes frascos. Aunque se realizé la electroforésis para la enzima DIA-1 y 2 aplicada 

en las plantas silvestres (Cap. II), en las plantulas clon en condiciones in vitro la lectura de 

las bandas fue nula por tal razén fue descartada. Para completar las 7 enzimas con 10 loci se 

utilizé la PGM-1 y 2 donde las bandas definieron favorablemerte. 

Anatomia de las respuestas morfogenéticas in vitro. Para fijar e incluir los explantes en 

parafina se utiliz6 la técnica de Curtis (1986) modificada por Mauseth (Apéndice II). Cortes 

de 18 micras se hicieron en un microtomo de rotacién. La tincién se hizo con verde rapido, 

por un periodo de 30-60 minutos, e! tiempo dependié de ia absorcién de colorante por cada 

corte histolégico. 

Enraizamiento in vitro de brotes y desarrollo de embriones somaticos y obtencién 

plantulas completas. Los brotes individualizados derivados de brotaciones miltiples y 

embriones en proceso de desarrollo se subcultivaron a medio MS basal para la obtencién de 

plantas completas con tallo, raices y hojas. 

Desarrollo de plantas bajo condiciones de invernadero. Las plantulas clonadas obtenidas 

por cultivo de tejidos se retiraron de los frascos y se lavaron con agua corriente, 

posteriormente se plantaron en una charola (25x35x10 cm) con una mezcla de suelo 

esterilizado en una proporcién 1:1:1 de arena-suelo organico de encinos-vermiculita. A los 

4 meses se trasplantaron a macetas individuales para su desarrollo individual. En todos los 

pasos se siguieron sistemas preestablecidos de adaptacién para diversas especies horticolas 

(Dunstan y Turner 1984). 

Resultados 

Cultivo de tejidos a partir de segmentos de hoja de plantulas. En ausencia de 

reguladores del crecimiento o con sdlo BA fue evidente la falia de respuesta morfogenética, 

mas atin, los explantes no perdieron organizacion y unicamente presentaron una ligera 

elongacion del fragmento de la hoja en presencia de BA (Tab‘a 2b). El desarrollo de callo y 

de estructuras organizadas inicialmente en forma de nédulos, estuvieron asociados a la 

12



  

Cap. 4: Micropropagacién de A. victoriae-reginae (Agavaceae), a partir del cultivo de embriones 

presencia de 2,4-D, que fue un factor importante en la desdiferenciacién de los tejidos. A 

partir de la segunda o tercera semanas inicié la formacién de callo estableciéndose esta 

respuesta en un 70-100% de los explantes entre los diferentes tratamientos (Tabla 2a; Fig. 

1). Los resultados a las 6 semanas revelaron que a bajas concentraciones de 2,4-D y altas de 

BA favorecieron la proliferacién de callo friable (laxo) (Tabla 2a). Con la mas alta 

concentracién (2 mg/l) de BA en presencia de auxina, en cualquiera de las concentraciones 

empleadas, slo se generé callo (Tabla 2a). Una respuesta secundaria a la formacion de 

callo se presenté en los cultivos en presencia de 2,4-D sin BA con excepcién a la 

concentracién de BA 0.5 mg/l en presencia de 2,4-D a 0.5 mg/l, se observ6 en Ja superficie 

del callo la formacién de estructuras nodulares (Fig. 1), éstas no sufrieron mayor 

diferenciacién, pero presentaban una apariencia semejante a los que dieron origen a 

embriones somaticos durante el cultivo de tallos, descrito en el siguiente parrafo. 

Cultivo de tejidos a partir de tallos de plantulas (de semillas germinadas). Por falta de 

“allos de plantulas, Gnicamente se hicieron siete tratamientos, considerando los resultados en 

ios cultivos de segmentos de hojas, no se aplicaron los tratamientos de combinacién BA y 

‘2,4-D. En ausencia de fitorreguladores cada tallo regenerd una planta completa (Tabla 

‘Ja,b). La presencia de BA en el medio resulté en la formacion de 1-3 brotes, la formacién 

de callo (10%) Gnicamente ocurrié cuando el medio incluyé6 BA 2.0 mg/l (Tabla 3a). 

Durante el desarrollo de los tallos a brotes, se presenté simultaneamente la formacién de 

1aiz, con mayor incidencia cuando se reducia la concentracién de BA, siendo hasta de un 

‘0% en el medio basal (Tabla 3a). Los tallos sujetos a las tres distintas concentraciones de 

%,4-D se desorganizaron por completo en callo, excepto en el tratamiento con 1.0 mg/l en 

conde primero se presenté un 40 % de necrosis (Tabla 3b). A las seis semanas, sobre la 

superficie del callo se observé la formacién de nédulos en un 40-100%, a las 8-10 semanas 

un gran numero de nédulos, 10-50% se diferenciaron en embriones somaticos (Fig. 3a, d) 

como se pudo confirmar al realizar cortes histolégicos de éstos (Tabla 3b, Fig. 3b, c). El 

mejor tratamiento en la formacién de embriones a partir de las estructuras nodulares se 

presentd en el medio con 2,4-D 0.5 mg/l (Tabla 3b, Fig. 3a). En este mismo tratamiento 

existié muy baja expresién de organogénesis somatica indirecta (Fig. 2). 
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Fig. 1 Fragmento de hoja de plantulas in vitro de Agave victoriae-reginae, 

con estructuras nodulares, medio MS + 2,4-D a 0.5 mg/l, 6 semanas de 

cultivo (barra = 1.5 mm) 

  

  

  

Fig. 2. Organogénesis indirecta, derivado de tallo de plantulas generadas 

de la germinacién in vitro de semillas, MS+ 2,4-D a 0.5 mg/l (barra = 500 1). 

Abrev.: ph-primordio de hoja, c-callo.



  

  

        
Fig. 3. Embriogénesis somatica indirecta derivada de tallos de plantulas 

generadas de Ja germinaci6n in vitro de semillas, (A) masa de callo con formacién 

y desarrollo de embriones (barra = 2 mm); (B) anatomia del embrién (barra = 500 1); (C) anatomia 

del suspensor (barra = 150 1); (D) germinacién del embrién somatico que muestra el desarrollo de 

hojas y raiz (barra = 2 mm). Abrev.: r-raiz, em-embrién, ab-dpice del brote, s-suspensor, pfe-pri- 

mordio foliar del embrién, pe-primordio del cotiledén.



      
  

  
Fig. 4. Embriogénesis somatica del clon, de tejido altamente embriogenéti- 

CO. (A) origen del clon a partir del cultivo de un embri6n cigético, cultivado en medio MS basal 

en 1988 (barra = 500 2); (B) anatomia de embriones somaticos y tejido nodular embriogenético; 

(barra = 500 1); (C) embrién somatico con cotiledén, Apice del brote y suspensor pluricelular 

(barra = 250 y); Abrev.: em-embrién, r-raiz, mem-tejido nodular embriogenético; pc-primordic 

del cotiledén; s-suspensor; cem-callo embriogenético.



  

        
Fig. 5. Anatomia de dos diferentes tejidos nodulares de clon. (A) organogené- 
tico con desarrollo de meristemos orientados a primordio de hoja, MS basal etapa avanzada de cultivo 
(barra = 500 1); (B) embriogenético, nodulaciones (ampliacién foto 4, barra = 500 p); pf-parénquima 

fundamental, ph-primordio de hoja, cm-centro meristematic, tv-trazas vasculares, tnem-tejido 

nodular embriogenético.



  
    
Fig. 6. Organogénesis somatica del clon. (A) tejido organogenético y baja incidencia embriogenética 

(ver texto) (barra = 300 1); (B) anatomia de primordios de hoja con regiones meristemAticas; (C) conglomerado 

de plaéntulas de origen dominante organogénesis directa e indirecta. Abrev.: ¢vf-trazas vasculares foliares; rm- 

region meristematica; ph-primordio de toja; h-hoja; r-raiz; teoem-tejido organogético-embriogenético.



  

  

  
  

  

Fig. 7. Establecimiento y desarrollo de plantas clon en invernadero. (A) bro- 
te individualizado y desarrollado in vitro a planta con formacién de raiz (barra = 500 1); (B) plan- 

tulas establecidas en charolas (5-8 meses de edad; barra = 1 cm); (C) Planta clon con propagacién 

vegetativa (barra = 2 cm); (D) individualizada y en desarrolio con forma morfolégicamente normal 
(similar a las desarrolladas de semillas; barra = 2 cm) y con alto potencial de uso ornamental (3-4 

afios de edad sin fertilizacién del suelo).



  

Cap. 4: Micropropagacién de A, victoriae-reginae (Agavaceae), a partir del cultivo de embriones 

Regenerantes a partir de un embrién cigético, denominados Clon. En 1988 semillas de 

A. victoriae-reginae de localidad desconocida, fueron sembradas in vitro sobre medio basal 

MS. Se utilizaron 50 semillas de las cuales 39 (78%) germinaron, las cuales cada una 

generé una plantula, excepto una de ellas, pues durante la germinacién derivé a la 

formacién de callo con alto grado de diferenciacién y de respuesta embriogenetica- 

o:ganogenética como se pudo constatar al realizar cortes anatémicos de diferentes 

regenerantes (Fig. 4a, by c). A las seis semanas se fraccioné en 10 partes y se subcultivé en 

medio MS basal, operacién que se repitid cada 8-12 semanas, durante ocho afios. Existié 

tanto la proliferacién continua de tejido (“callo”) organogenético-embriogenético, asi como 

la formacién de plantulas que en la base de ellas se manifesté la potencialidad de formacion 

del callo con alta diferenciacién similar a las caracteristicas de la respuesta inicial (Fig. 4a, 

5a, 6a, c). A los explantes y plantas derivadas de un sdlo embrion cigético se les denomind 

clon, para establecer su identidad respecto a los otros cultivos de semillas, hojas, y tallos, 

por lo que en adelante se describira como tal. 

Cultivo de segmentos de hojas de plantulas Clon. Se caracteriz6 por altos porcentajes de 

oxidacion en todos los tratamientos, hasta del 100% de necrosis en varios de ellos, por 

ejemplo en el medio basal y con sélo presencia de BA (Tabla 5b). E] desarrollo de callo y de 

nédulos se presenté entre los tratamientos de 0.1-1.0 mg/l de 2,4-D con BA 0.5-1.0 mg/l. 

Le. respuesta nodular fue sélo en cinco de los tratamientos, de un total de 16 (Tabla Sa). Al 

término de 6 semanas de observaciones, no existié evolucién de los nédulos hacia 

enibriones 0 brotes, no se hicieron subcultivos a medios frescos. 

Cultivo de tejidos a partir de tallos de plantulas clon. Los tallos de plantulas clon 

cultivados en medio basal con fitohormonas se desdiferenciaron a callo y no ocurrié la 

diferenciacién a organogénesis-embriogénesis que era caracteristico del clon sin reguladores 

de! crecimiento.Al subcultivar el callo desarrollado en los diferentes tratamientos con 

hormonas a medio basal MS, ésto permitié que se iniciara nuevamente la respuesta 

(organogénesis-embriogénesis) natural del clon. Es particulamente interesante que las 

primeras respuestas hayan sido hacia la embriogénesis, con lo que fue posible registrar los 

estadios tempranos de desarrollo embrionario y posteriormente estos eventos fueron 

desplazados por una respuesta de organogenesis indirecta y ésta por la organogénesis 
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directa (Fig. 6a, c). La etapa diferenciada del clon correspondié a la presencia de cimulos 
de plantulas en cuyas bases se manifesté en forma repetida el proceso de multiplicacién, 
predominantemente por organogénesis directa. Dificilmente se lograron observar estadios 
embriogenéticos, con excepcion de algunos frascos donde los ctimulos de plantas podian 
eventualmente generar callo (Fig. 6c). 

Anormalidades de pldntulas durante la brotacién miltiple en tallos, en presencia de 
BA. Las plantulas generadas por organogenesis a partir de tallos (plantulas de semillas y del 
clon) en presencia de BA (1-2 mg/l) y bajo condiciones in vitro el desarrollo de los brotes 
(tallo y hojas) se presenté en alto indice con la forma de roseta muy marcada, hojas con una 
amplia superficie, perpendiculares al eje de crecimiento y sin la punta terminal de la hoja, en 
comparacion a las plantulas in vitro generadas de la germinacin de semillas, de embriones 
somaticos y por organogénesis del clon, que eran plantulas muy similares entre si, con las 
hojas cilindricas y orientadas en el mismo sentido del eje de crecimiento. Plantulas con 

desarrollo anormal en el medio de induccién, una vez subcultivadas a medio basal, llegaron 
a regenerar por organogenesis formas de brotes y hojas normales, similares a las plantulas 

originales. 

Brotacién miltiple en tallos de plantulas de semillas. La reduccidn de los 

macronutrimentos del medio MS al 50 % en combinacién con el incremento de la sacarosa a 
45 g/l resulté ser para estos tratamientos el que favorecié la respuesta de organogénesis 

directa, resultando en 2.8 brotes por explante (Tabla 4). La reduccién de la sacarosa a 20 

g/len ambos tratamientos de macronutrimentos (MS y MS/2), propicié una baja respuesta 
(Tabla 4). 

Evaluacién isoenzimatica en 30 plantulas clon desarrolladas después de 8 afios de 

cultivo. Se analizaron 10 loci de un total de siete isoenzimas, de este analisis isoenzimatico 

no se observé ninguna diferencia entre las bandas analizadas entre plantas derivadas de 

diferentes subcultivos(Tabla 6), lo anterior indica que no ha existido variacion genética, 

entre plantas derivadas de subcultivos que provienen de diversas respuestas morfogenéticas 

(organogénesis directa e indirecta y embriogénesis somatica indirecta). Sin embargo, se 

desconoce el patron isoenzimatico del embrién cigdtico que did origen en un principio al 

clon analizado 8 afios después, aunque analizando la falta de variacién este podria haber 
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sido de caracteristicas similares a las plantas derivadas y que presentan respuesta clonal. Los 

patrones de bandeo fueron comparados con el patron de las plantas silvestres. Con 

excepcién de la PGI-3 y la EST-2 (heterécigas), el resto de las isoenzimas (8) fueron 

homocigas. 

De los cultivos originados de semillas no se analizaron las isoenzimas debido a que 

es un proceso més largo y que no fue posible controlar e] material inicial del que se partid 

(en la mayoria de los casos se derivo a callo), para su posterior comparacién con las 

derivadas de las diferentes respuestas morfogenéticas in vitro. En otros casos no existié un 

numero representativo de repeticiones para su evaluacion. 

Anatomia de respuestas morfogenéticas in vitro. Mediante cortes histolégicos de 

estructuras regenerantes se comprobé su origen: via organogénesis y/o embriogénesis 

indirecta y directa en explantes de tallos de plantulas de semillas y de estructuras generadas 

del clon (Figs. 3a, by c, 4b yc, 5a, 6b). Los embriones somaticos registraron la presencia 

de primordio del cotiledén, pice del brote y un suspensor muy amplio constituido por un 

gran numero de células (Figs. 3a y b, 4b y c). Con los cortes histolégicos se determin la 

anatomia del tejido nodular embriogenético (Fig. 4b y 5b), constituido por zonas de alta 

division celular en la periferia derivando en protuberancias, las cuales, en regiones con 

etapas mas avanzadas derivaron a embriénes con un amplio suspensor (Fig. 4b). También se 

analizé la anatomia de un tejido organogenético, determinado como tejido nodular 

organogenético (Fig. 5a), por estar constituido por la presencia de trazas vasculares, 

parénquima fundamental, centro meristematico, primordios foliares y zonas de meristemos 

(Fig. Sa). 

Enraizamiento in vitro de brotes y desarrollo de embriones somaticos a plantulas. El] 

medio MS basal resulté ser suficiente para la formacién y el desarrollo de raiz en el 100% 

de los brotes ensayados. Esto hizo posible su desarrollo y de los embriones soméaticos a 

plantulas lograndose tallas de 3-5 cm de altura en 4-6 semanas. 

Desarrollo de plantas bajo condiciones de invernadero. Las plantas clon de A. victoriae- 

reginae generadas por cultivo de tejidos, se individualizaron y subcultivaron en medio MS 

basal para su enraizamiento y desarrollo (Fig. 7a), se establecieron en suelo (Fig. 7b) y 

Jesarrollaron individualmente en maceta por 4 afios (Fig. 7c y d). Las observaciones 
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muestran un desarrollo aparentemente normal, de forma similar a las generadas de la 

germinacién de semillas. Los clones manifiestan la formaci6n de brotes jaterales (Fig. 7c), 

sin embargo, también en algunas plantas de semillas fue observable este mismo sistema de 

propagacién bajo las mismas condiciones de invernadero y presentaban diametros 

superiores a los 12 cm. El porcentaje de sobrevivencia a llegado a ser superior al 90% 

cuando se siguen los pasos establecidos de adaptacién. 

Discusién 

Cultivo de tejidos a partir de segmentos de hojas de plantulas clon y/o las derivadas 

de semillas. Los fragmentos de hojas cultivados en medio basal 0 en presencia de BA, no 

presentaron ninguna respuesta morfogenética. A este respecto Das (1992) reporté un 

resultado similar en Agave sisalana con fragmentos de hojas en presencia de BA. El 2,4-D 

empleado en cultivo de tejidos de diversas plantas se reporta corno una potente auxina que 

estimula la formacién de callo, pero es un fuerte antagonista en la organizacion del 

desarrollo (Murashige 1974; George 1993). Sin embargo, la decreciente concentracién de 

2,4-D en el medio puede permitir el desarrollo de érganos (Groenewald et al. 1977). La 

formacion de nédulos en callo o directamente del explante por influencia de 2,4-D, ha sido 

reportado para otras especies de agaves (Groenewald et al. 1977; Das 1992; Rodriguez- 

Garay et al. 1996). 

La formacién de nddulos en fragmentos de hojas, estuvo relacionada con una baja 

concentracion 6 ausencia de BA y la presencia de la auxina 2,4-D, resultando el mejor 

tratamiento en 2,4-D a 0.5 mg/l, sin embargo, estas estructuras no mostraron una posterior 

diferenciacién. Aunque no existen reportes de nédulos en hojas para A. victoriae-reginae, 

Rodriguez-Garay ef al. (1996) reportaron embriogénesis soméat:.ca directa a partir de lamina 

foliar y su posterior desarrollo a plantas. Es posible que estos autores no hayan notado la 

fase de nédulos o la hayan omitido en sus descripciones. 

Cultivo de tallos de plantulas de semillas germinadas in vitro. Los tallos sujetos a BA 

resultaron en una organogénesis sin pasar por callo, como una respuesta de desarrollo 

directa del meristemo apical y yemas axilares que estan presentes en el tallo de las plantulas. 

En otras especies del género Agave se reporta la misma respuesta utilizando yemas 
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laterales, nudo de estolén y rizoma sujetos a altas concentraciones de citocininas en 

combinacion o ausencia de auxinas (Robert ef al. 1987; Binh et al. 1990; Villalobos et al. 

1991). En explantes con estructuras meristematicas de otros géneros, sujetos a cultivo con 

altas concentraciones de citocininas, la regeneracién de brotes es una respuesta comun 

(Dodds y Roberts 1982); en Solanaceae para obtener altas tasas de multiplicacin a partir 

de yemas axilares, se reporta el uso de BA a 0.5 mg/l en medio MS (Binding y Krumbiegel- 

Schroeren 1984). Debergh y Read (1991) reportan que altas tasas de propagacién a partir 

de yemas adventicias o axilares se favorecen con el uso de diversas citocininas 0 la alta 

concentracién que se aplique de una de ellas. 

Los tallos de plantulas de A. victoriae-reginae cultivados en presencia de 2,4-D 

generaron callo, nédulos, formacién de embriones somaticos y su germinacién. Groenewald 

et al. (1977) reportaron la formacion de nédulos en fragmentos de semillas de Agave spp, 

sujetos a 2,4-D 0.2 mg/l y Kinetina 1 mg/l en los que encontraron semejanza con 

proembriones adventicios. Das (1992) report estructuras semejantes en el cultivo de 

segmentos de rizoma pero en presencia de altas concentraciones de BA. El efecto del 2,4-D 

en la formaci6n de callo embriogenético y su posterior diferenciacion en embriones 

somaticos esté ampliamente fundamentada (George y Sherrington 1984; Vasil y Vasil 1984; 

George 1993). 

La diferencia de respuestas entre hoja y tallo hace evidente que el tipo de explante a 

utilizar puede juegar un papel importante en la obtencién de una respuesta morfogenética 

deseada (Constabel 1984). Antes de descartar la respuesta embriogenética de los nédulos en 

allo de hojas, seria necesario utilizar otras condiciones de cultivo, como tipo de medio, 

“‘rormonas o la realizacién de subcultivos que permitan la evolucién de los nédulos. Existe 

lun mayor indice de respuestas hacia la organogénesis y embriogénesis a partir de zonas 

meristematicas, ademas, de una mayor estabilidad genética de los regenerantes (Debergh y 

Read 1991). 

Respuesta Clonal de un embrién cigético. La regeneracion de brotes y embriones 

somaticos se logré de forma masiva sin la utilizacion de reguladores del crecimiento. La 

necesidad de los reguladores debe ser cubierta por las fitohormonas producidas 

endégenamente como una respuesta genética que mantiene y expresa esa potencialidad al 
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estar el genotipo sujeto a particulares condiciones de cultivo in vitro. Esta respuesta clonal 
ha mantenido su capacidad de respuesta embriogenética-organogenética durante 8 afios. En 
relacion a la alta respuesta morfogenética in vitro, diversos reportes han descrito su 
presencia en hibridos y lineas horticolas, en la gran mayoria de los casos cuando a las 
plantas se les sujeté a un mejoramiento genético o fueron tecno6gicamente transformadas y 
€n otros casos al realizar una evaluacion de respuesta en diferentes genotipos. Los procesos 
de alta frecuencia a la embriogénesis somatica en todos los Casos se reporta en presencia de 
reguladores del crecimiento. Por ejemplo, en embriones cigdticos de maiz (Zea mays L.) 
irradiados con rayos gama, se generaron callos altamente embriogenéticos (Novak et al. 
1988); en Cucumis sativus L. se gener6 a partir callo derivado cle hipocétilo y cotiledén 

(Chee 1990); en Brassica carinata se generaron érganos directamente del cultivo de 
explantes de hipocotilo (Yang et al. 1991); en Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum. a 
partir de callo generado del cultivo de hojas jévenes (Kumar 1992); para Allium spp se 
Presenté en callo derivado de embrién cigético (Van der Valk et al. 1992); en cultivares de 
melén (Cucumis melo L.) registraron lineas con alta produccién de embriones somiticos a 

partir del cultivo de semillas, respuesta que decrecié en la F2 (Cridate et al. 1992); en 

Carica papaya L., a partir de callo de hipocétilo (Fitch 1993); en alfalfa (Medicago sativa 
L.) a partir de callo generado de hoja, peciolo y entrenudo, aprcximadamente el 2% de los 

genotipos evaluados produjeron alta respuesta a embriogénesis somatica (Parrott y Bailey 

1993); en Oyza sativa L. se desarrollaron a partir de callo generado de embriones maduros 
(Rueb ef al. 1994); en el hibrido generado de Oriza sativa X O. latifolia, se establecié a 

partir de callos en medios liquidos derivados de frutos inmaduros (Ozawa et al. 1996); en 

Brassica campestris L. se generé en forma directa a partir del cultivo de microesporas (Guo 

y Pulli 1996). Los procesos de ambas respuestas simultaneas, organogénesis-embriogénesis 

somitica, se reportan para Eleusine coracana Gaertn. a partir de callos generados de 

segmentos de frutos inmaduros, en presencia de reguladores del crecimiento se regeneraron 

plantas via desarrollo directo de brotes y la embriogénesis somatica (George y Eapen 1990). 

Ambas respuestas también se reportaron para Brassica napus L. a partir de protoplastos de 

hipocétilo de pléntulas, generando microcallos (Parihar ef at. 1995). Respuestas altamente 
organogenéticas, se reportaron para hibridos interespecificos de Hordeum vulgare L. la 
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regeneracién de plantas se obtuvo a partir de callo derivado del cultivo de espigas 

inmaduras (Jorgensen et al. 1986); en arroz (Oriza sativa) a partir de callo generado de 

raices de plantulas (Abe y Futsuhara 1989); en manzano (Malus pumila Mill.) a partir de 

hojas irradiadas con rayos gama, se presenté una respuesta directa (Predieri y Valavasi 

1989); en Prosopis tamarugo Phil, fue obtenida de callo generado de hipocdtilo y cotiledén 

de plantulas (Nandwani y Ramawat 1992); en diversos genotipos del género Avena, a partir 

de callo originado del cultivo de embriones inmaduros (Gana et al. 1995); en Pinus radiata 

Engelm. se analizé el efecto del genotipo sobre la formacién de brotes a partir del cultivo de 

cotiledones (Bergmann y Stomp 1994a) y el enraizamiento en hipocatilos en ausencia de 

auxinas en P. radiata (Bergmann y Stomp 1994b). 

En el presente estudio, los segmentos de hojas de plantulas clonadas sujetos a un 

harrido de reguladores del crecimiento, semejante al aplicado a los segmentos de hojas de 

pldntulas de semillas, la respuesta fue menos favorable ya que pocos formaron callo y por lo 

general fue escaso, presentandose en unicamente 4 tratamientos. En algunas porciones de 

callo se observaron nédulos sin que se presentara una diferenciacién a estructuras 

regenerantes. Lo anterior se puede interpretar como una ruptura en el equilibrio natural del 

clon, y la expresién mas notable fue la necrosis. También parecié dejar claro que dos 

cliferentes individuos, pueden dar respuestas muy distintas cuando se les sujeta a 

condiciones similares de cultivo, lo mismo pasa cuando se utilizan diferentes estadios 

fisioldgicos, diferentes tejidos u érganos, diferentes variedades 0 especies, generalmente 

respondiendo de diferente manera (Constabel 1984; George 1993). 

Efecto de la sacarosa y la concentracién de macronutrimentos del MS en la brotacién 

multiple en tallos de plantulas de semillas germinadas in vitro. La presencia de 

concentraciones mayores de sacarosa a la reportada para el medio MS y la reduccién de los 

macronutrimentos del MS favorecié la respuesta organogenética directa. Existen reportes 

donde la sola presencia de BA en el medio 0 con bajas concentraciones de una auxina, se 

estimula la organogénesis directa en tejidos meristematicos (Tisserat 1985; George 1993), 

e. efecto de esta hormona en tallos de agaves ya se discutid anteriormente a este parrafo. 

El incremento de la concentracion de sacarosa en el medio, como fuente energética 

y de carbono en la formacién de brotes adventicios, se ha reportado favorablemente para 
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Opuntia spp. (Escobar et al. 1986) y para variedades de Chrysanthemum (George y 

Sherrington 1984; George 1993). 

Al parecer, el beneficio de la reduccién de algunas de las sales minerales, 

fundamentalmente las fuentes de nitrégeno, favorece la proliferacién de brotes a partir del 

Cultivo de apices en algunas especies (George 1993). Seria importante en futuros 

tratamientos de cultivo de tallo de A. victoriae-reginae para mejorar la respuesta directa de 

organogénesis, explorar con el MS a la mitad de la fuente de macronutrimentos 0 de la 

fuente de nitrégeno, ademds, modificando la sacarosa a 45g/l y aplicando un barrido de 

reguladores del crecimiento en el que se incluya BA sola o con bajas concentraciones de 

una auxina, 

Las plantas observadas en los cultivos con anormalidades morfoldgicas generadas in 

vitro a partir de callo y por organogénesis directa en presencia de BA 1-2 mg/l, parecieron 

ser cambios epigenéticos promovidos tal vez por las concentraciones de la citocinina. 

Cuando las plantulas fueron subcultivadas al medio basal MS, las hojas nuevas tendieron a 

desarrollarse de forma normal, al igual que los brotes que se derivaron de estas plantulas 

surgieron normales, con apariencia similar a las generadas de la germinacién de semillas en 

medio basal MS, Existen evidencias de que la presencia de BA en el medio de cultivo puede 

promover anormalidades en las plantas, sin embargo, algunas cle las evidencias que se | 

reportan sobre el efecto de ésta y otros reguladores del crecimiento sobre la morfogénesis 

anormal resultan contradictorias (Ziv, 1991); Debergh y Read (1991) reportan que una 

dosis excesiva de una citocinina o la eleccién de una inapropiada citocinina puede ser 

responsable para que se presenten tipos epigenéticos. 

Utilidad de las técnicas de cultivo de tejidos en la obtencién de plantas para su 

liberacién en campo. Se ha recomendado la embriogénesis somética preferentemente via 

directa para tratar de conservar la estabilidad genética de los nuevos regenerantes, debido a 

que, proliferaciones celulares indiferenciadas por periodos largos registran altos indices de 

malformaciones cromosdmicas y la presencia de ploidias (D’Amato 1977; Pijnacker ef al. 

1986; Ramulu y Dijkhuis 1986; Dolezél 1991; Dolezél et al. 1992). 

Evidencias histolégicas han mostrado que una sola céhula da origen a embriones 

somaticos en Pennisetum americanum L., en Saccharum sp. y en Daucus sp. (Karp 1986; 
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Peschke y Phillips 1992), en el desarrollo de embriones somaticos de maiz han mostrado un 

origen pluricelutar (Vasil et al. 1985; Peschke y Phillips 1992). El origen unicelular o 

multicelular de la embriogénesis somatica directa ha sido descrito en detalle (Maheswaran y 

Willians 1985; Williams y Maheswaran 1986). En esta investigacion, las observaciones 

anatémicas de los regenerantes via embriogénesis somatica, mostré que el suspensor esta 

conformado por un gran numero de células, lo cual puede ser un indicador de que 

dificilmente el origen de estos embriones sea unicelular. Es posible que estudios anat6micos 

en etapas iniciales de la formacién de los embriones pueda confirmar el origen pluricelular 

de los embriones obtenidos. Sin embargo, en el caso particular del clon que mantiene su 

respuesta de organogénesis-embriogénesis somatica desde hace 8 afios, el tejido madre esta 

vonstituido por tejido organogenico-embriogénico (Fig. 5). Los cortes histolégicos 

~ealizados muestran un agrupamiento meristematico nodular, similar al reportado para 

Nerine sp. (Amaryllidaceae) (Lilien-Kipnis et al. 1994), lo cual podria ser comparable a las 

respuestas de tejidos meristematicos en una respuesta directa de formacién de brotes y 

embriones. También son reportados como masas de células organogentéticas o 

embriogenéticas o nédulos de callo (Maheswaran y Williams 1985; Williams y Maheswaran 

1986). Para los casos en que no es posible evitar la desdiferenciacién de los tejidos o 

formacién de callo, se sugiere que el tiempo y division celular en esta etapa de 

desdiferenciacién sea lo mas corto posible, ya que de no ser asi, la division mitética 

acelerada puede resultar en la presencia de alteraciones cromosdmicas, efecto ampliamente 

conocido cuando se prolongan en cultivo los callos y estan sujetos a altas concentraciones 

de reguladores del crecimiento (Ziauddin y Kasha 1990). Pese al riesgo de obtener 

malformaciones genéticas via morfogénesis indirecta, el clon presenté una estabilidad 

isoenzimatica, se discute con mayor profundidad més adelante. 

Para casos, del origen pluricelular de los embriones, se corre el riesgo de que en los 

regenerantes presenten mosaicos celulares de diferente nivel de ploidias. Sobre la situacién 

¢el suspensor constituido por varias capas de células en relacion al embrién cigético en que 

esta constituido por una sola célula, Krishnamurthy (1994) sefiala que en la embriogénesis 

somatica no ocurre la diferenciacién de la hipéfisis y la epifisis y presenta una carencia de 
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desarrollo polarizado, sin diferenciacién de las primeras etapas ce formacién del embridn, 

por lo que les da la terminologia de embrioides. 

La respuesta de organogénesis directa a partir de apices meristematicos o de yemas 

axilares, pueden llegar a ser la opcién que proporcionen mayor estabilidad genética en la 

formacién de plantas bajo condiciones in vitro (Kartha 1981, 1982; Peschke y Phillips 

1992). 

Los procesos inductores de variabilidad genética por cul:ivo de tejidos o por agentes 

mutagenos, deberian ser evitados, ya que al liberar plantas modificadas (consciente o 

inconscientemente) pueden ocasionar problemas graves a las poolaciones silvestres, Ecker 

(1989) menciona que interrumpiria los genes coadaptados en la naturaleza por cientos de 

miles de afios, y provocaria la extincién de las nuevas generaciones. Acciones de rescate sin 

bases en el estudio de las poblaciones silvestres pueden acelerar la extincién de la poblacién 

o de los pocos genotipos que aun permanezcan en la naturaleza. 

Nobel (1992) reporté para Agave deserti que el reclutamiento fue de tipo ramet 

(cerca de 95%) de las plantas en las poblaciones silvestres durarte un periodo de 20 afios. 

Mistretta (1994) realiz6 un trabajo de rescate de la especie Cercocarpus traskiae Eastw. 

donde mas que generar variabilidad genética, llevé a cabo estudios de isoenzimas que 

mostraron que en forma silvestre existian inicamente 7 plantas que correspondian a 7 

genotipos unicos. Propagé clonalmente cada genotipo en un miltiplo de 10, y libero un 

total de 70 plantas, para no alterar la proporcién genética en que encontré a la especie en el 

ambiente natural. Lo anterior conlleva, a la necesidad de no afectar en la proporcién 

genética que exista en la naturaleza y si tratar de evitar erosién de cualquier genotipo que 

aun esté presente dentro de las poblaciones que han sido perturbadas antropogénicamente. 

EI incrementar proporcionalmente los genotipos, utilizando sistemas de clonacién a baja 

escala, podria permitir que el ambiente natural regule los cambios en su evolucién. 

La aplicacién de las técnicas de cultivo de tejidos con cualquier via morfogenética, 

pueden ser una buena opcién para propagar masivamente plantas que permitan abastecer la 

demanda en el mercado comercial. En el caso por ejemplo de las plantas con valor 

ornamental, las recolectas exhaustivas en las poblaciones silvestres podrian disminuir y 

evitarse su extincidn. 
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La estabilidad isoenzimatica del clon de A. victoriae-reginae no corresponde a los 

patrones de variacién genética que generalmente se reportan en cultivos de callos y en 

regenerantes logrados por morfogénesis indirecta de especies horticolas, donde las 

mutaciones y los indices de ploidias son una expresién comin dentro de los cultivos in 

vitro. Sin embargo es necesario denotar que tales trabajos reportan el uso de reguladores 

del crecimiento como inductores exégenos de respuestas morfogenéticas, y en el presente 

estudio no se emplearon para inducir el clon. 

La formacién de callo inducido por la presencia de 2,4-D en el medio puede ser 

acompafiado por la fragmentacién de nticleos endopoliploides con intensa poliploidizacién, 

‘a frecuencia depende de la duracién del cultivo sobre el medio con este regulador del 

crecimiento (Novak et al. 1986). 

La estabilidad genética del clon de A. victoriae-reginae puede deberse a que la 

induccién de los sistemas morfogenéticos expresados son en ausencia de reguladores del 

crecimiento exdgenos, por lo que es posible pensar que es debido a una expresi6n natural en 

el cual el clon regula el desarrollo per se de los tejidos y de las respuestas morfogenéticas, 

organogénesis y/S embriogénesis somatica directa y/6 indirecta. 

Ortega (1996) con un clon de Cosmos atrosanguineus (Hook.) A. Voss 

(Asteraceae), micropropago plantas via organogénesis directa e indirecta a partir de 

secciones de tallos de plantulas, utilizs medio MS modificado con BA (2 mg/l) y NAA (0.1 

rag/l), durante un periodo de aproximadamente 2 afios de subcultivos. En el andlisis 

electroforético de 30 plantulas, utilizé el mismo sistema aplicado en las poblaciones 

silvestres de A. victoriae-reginae al igual que las mismas isoenzimas y la APX (Peroxidasa 

anédica), el clon registré una variacién genética de un 27.7% de loci polimérficos de 18 loci 

cuantificados. 

La aplicacién de técnicas como la electroforesis para andlisis isoenzimatico y de 

citogenética han sido utilizados para comprobar la variacion en plantas, propagadas por 

cultivo de callos (Orton 1983). 

No obstante la estabilidad isoenzimatica observada en el clon de A. victoriae- 

reginae, seria de interés confirmar este resultado con estudios de citometria de flujo para 

evaluar la estabilidad a nivel cromosémico. Si bien, la presencia de poliploidias en estudios 
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electroforéticos de isoenzimas ya han sido detectadas en plantzs de agaves, éstas son 
evidentes porque se expresan duplicaciones de bandas (Colunga-GarciaMarin 1996), pero 
éste no fue el caso de las isoenzimas analizadas de las 30 plantulas clon de A. victoriae- 
reginae. 

Por otro lado, la presencia de altos indices de ploidias en las células de los tejidos 
puede estar correlacionado con la reduccién de respuesta morfogenética (Ziauddin y Kasha 

1990), para el caso del clon de A. victoriae-reginae, la respuesta se ha mantenido en los 

diferentes subcultivos en los 8 afios transcurridos de respuesta organogénesis-embriogénesis 
somatica. 

Un andlisis del contenido endégeno de las hormonas podria revelar el balance en que 
se presentan y que hacen posible la respuesta espontanea que permite lograr continuamente 
regenerantes. Estos posibles niveles hormonales podrian ser rezonocidos como marcadores 

bioquimicos para poder predecir estados de competencia morfigenética. 

Cambios isoenzimaticos en la esterasa (EST) y la superoxidasa dismutasa (SOD) 
han sido evaluados en diferentes estadios morfo genéticos in vi‘ro de Plantago ovata 

Snarkis, sugiriendo que pueden ser debidos a la inactivacién de genes relacionados con la 
sintesis de estas proteinas (Pramanik et al. 1996). Lo anterior puede servir de base para 

desarrollar estudios ontogenéticos en el clon de A. victoriae-reginae en relacién a las 

diferentes etapas de desarrollo de los regenerantes y los cambios isoenzimaticos que se 

puedan presentar. De igual manera seria recomendable evaluar las diferencias a nivel de 

ADN que puedan encontrarse entre plantulas clon y plantulas de semillas germinadas y 

valorar la posible diferencia en la respuesta altamente organogenética-embriogenética del 

clon. Sistemas que han sido aplicados en en especies agricolas, particularmente en maiz para 

evaluar variacion somaclonal y mutaciones en regenerantes in vitro, utilizando como 

indicador a la isoenzima alcohol deshidrogenasa (Scowcroft ei al, 1987). 

Desarrollo de plantas clon bajo condiciones de invernadero. Las plantas clon de A. 

victoriae-reginae durante su adaptacidn y desarrollo bajo condiciones de invernadero se 

comportaron de forma similar a las reportadas para otras especies propagadas por cultivo 

de tejidos (Dunstan y Turner 1984). Los porcentajes de adaptacién y sobrevivencia se 
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fresenté de igual forma dentro de los intervalos reportados para otras especies (Dunstan y 

Turner 1984), 

Conclusiones 

* Se logré la micropropagacién de Agave victoriae-reginae via organogénesis y 

embriogénesis somatica. A partir de un embrién cigético en ausencia de fitohormonas a 

generado embriogénesis y organogénesis somatica por 8 afios. También se establecio a 

partir de tallos de plantulas sujetos a reguladores del crecimiento: embriogénesis somatica 

via callo en presencia de 2,4-D y organogénesis directa en presencia de BA. 

* Se establecieron metodologias de organogénesis directa (en BA 0.5-1 mg/l) a partir de 

Apices de tallo, que podrian ser utilizadas en el rescate de genotipos erosionados. 

* Las técnicas de cultivo de tejidos en A. victoriae-reginae se presentan como una 

alternativa, con un alto potencial para llegar a propagarla comercialmente y cubrir su 

demanda por su valor ornamental y tratar de disminuir el saqueo de plantas y semillas de las 

pcblaciones silvestres. 

* “as técnicas de cultivo de tejidos deben de ser utilizadas, con el conocimiento previo de 

que algunas vias morfogenéticas pueden derivar en Ja regeneracién de individuos aberrantes, 

los cuales pueden llegar a ser de alto riesgo para las nuevas generaciones si se liberan en los 

ambientes naturales. Tal es el caso de los embriones somaticos de A. victoriae-reginae 

derivados via callo que tiene un origen multicelular, como lo muestra la presencia de un 

suspensor muy ancho formado por un gran numero de células. 

* Se analizaron anatémicamente a los embriones somaticos generados, caracterizados por 

su origen multicelular. 

* Por germinacion de semillas se ais]é un clon altamente embriogenético-organogenético 

bajo condiciones in vitro, con una continuidad de su respuesta durante 8 afios y sin el uso 

de reguladores del crecimiento, el andlisis de 7 isoenzimas con un total de 10 loci no revelé 

variacién entre las bandas de las plantulas analizadas que provenian de diferentes 

subcultivos generados por 8 afios. 
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* Se considera una respuesta altamente organogenética-embriogenética del clon, pues se 

manifesté sin el uso de reguladores del crecimiento, y esta respuesta no se alter durante los 

8 afios de subcultivos a que ha estado sujeto. 

* Los anilisis de electroforésis de 7 isoenzimas revelaron que los regenerantes mostraron 

ser idénticos en los 10 loci analizados, lo que refleja la presencia de estabilidad genética, no 

obstante que el genotipo inicial se establecié en cultivo in vitro hace 8 afios. 
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Discusién general 

Las poblaciones silvestres de Agave victoriae-reginae presentan una alta 

diferenciacién genética entre poblaciones, valores que reflejan la posibilidad de contemplar 

una diferenciacidn a nivel de subespecie e incluso la diferenciaci¢n a nivel de los tres grupos: 

Este (E), Oeste (O) y Centro (C), las distancias genéticas reflejan la probabilidad de 

diferenciarlas a nivel de especie (Crawford 1983). En cuanto a su alta variacion genética 

dentro de cada poblacién (He(pors) = 0.335), representa el potencial evolutivo de la especie 

(Frankham 1995b). En relacién a los aspectos ecolégicos evaluados, aunque la especificidad 

del habitat llega a ser una limitante en la distribucién y en la mayoria de los casos refleja su 

endemismo, A. vicforiae-reginae en el ambiente de pared muestra algunas ventajas que 

parecen favorecer los valores genéticos arriba mencionados. La presencia de un mayor 

reclutamiento de individuos genets en relacién a ramets posiblemente favorezca el 

intercambio genético entre diferentes individuos y reduce por lo tanto riesgos de la 

endogamia. La alta diferenciacién entre poblaciones también se ve reflejada en la estructura 

de tamagfios entre sitios (pared y loma), entre poblaciones y entre tipo de reclutamiento 

(genets y ramets). El aporte de semillas en las poblaciones de pared parece ser estable, 

debido a que en estos ambientes se dificulta la colecta ilegal de semillas y la depredacion de 

semillas puede ser bajo en comparacion a las que se depositan en terrenos horizontales 

planos. La dehiscencia en pared permite que las semillas se depositan dentro de las grieta y 

pequefias oquedades y el microambiente deben de constituir sistemas de almacenamiento y 

favorecer el desarrollo de las plantulas en los primeros estados de desarrollo. Este hecho 

puede ser ventajoso, al reducirse el nimero de depredadores y el proporcionar un 

microambiente mas favorable para la germinacién de semillas y reclutamiento de individuos 

genets. La ausencia o escasez de un suelo que limita la disponibilidad del nutrimento parece 

reducir la propagacién clonal o reclutamiento de ramets. Los altos porcentajes de 

germinaci6n de las semillas muestran su potencial reproductivo sexual. Por los factores antes 

discutidos, 4. victoriae-reginae es un modelo para continuar estudiando y poder entender 

aun més los factores evolutivos a que ha estado sujeta, estudios. que indudablemente 

permitiran ser utilizados para su conservacién y para el entendimiento de los procesos de 

cambios en otras especies de zonas dridas.
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Factores que favorecen la diferenciacién de las poblaciones de A. victoriae-reginae. La 

condicién que mas puede favorecer una acelerada evolucién es la fragmentacion de una 

poblacién en pequefias subunidades, seguida de un aislamiento prolongado entre cada una, 

aunque ocasionalmente puedan intercambiar genes o exista migracin entre colonias (Wright 

1940; Stebbins 1952). Esta teoria parece explicar la alta diferenciacién genética expresada 

en A. victoriae-reginae, que presenta una distribucién geografica en el sur del desierto 

Chihuahuense, presentandose en forma de “islas” inmersas en un basto desierto, con 

separaciones mayores a 20 km entre poblaciones vecinas, situacién que entre otros factores 

€3 promovida por la especificidad del habitat, que corresponde en la mayoria de los casos a 

los afloramientos de paredes de carbonato de calcio. Los altos niveles de variacién dentro de 

les poblaciones parece ser un indicativo de la existencia de polinizadores locales, los cuales 

deben de participar de manera eficiente en la polinizacién cruzada dentro de la poblacion, 

polinizadores locales que ya habian sido reportados de manera general para esta especie 

(Gentry 1982). La diferenciacién entre poblaciones parece indicar una posible limitacion en 

polinizadores migratorios (de amplia distribucién), ocasionada por la falta de ellos o la 

presencia de barreras que bien podrian ser de tipo fisicas o bioldgicas. Para estos grupos de 

agaves de fructificacién espigada, como A. arizonica, han observado que la polinizacién es 

debida principalmente por insectos (Howell y Roth 1981). Sin embargo, trabajos 

preliminares al sur de México, Valle de Tehuacan-Cuicatlan, en los limites de los estados de 

Puebla y Oaxaca, se ha observado que los murciélagos polinizadores visitan agaves 

paniculados y espigados de manera no selectiva (Alfonso Valiente, comunicacion personal), 

aunque, esta zona geografica dista mucho de compararse con las regiones dridas del Norte 

de: México. Para el Desierto Chihuahuense, en observaciones de A. lechuguilla 

(infrutescencia espigada) no se registro la presencia de murciélagos polinizadores y sila 

visita de insectos (con desplazamientos mas restringidos) como Xilocopa sp. (abejorro) y de 

H:Jles lineata (mariposa nocturna) (Arturo Silva, datos no publicados). Esta especie de 

agave esta taxondmicamente emparentada con A. victoriae-reginae; ademas 

geograficamente A. victoriae-reginae se encuentra integrada dentro del area de distribucion 

de A. lechuguilla (Gentry 1982). Los niveles altos de variacion y diferenciacién genética que 

registré A. victoriae-reginae y la mayor semejanza entre los grupos de poblaciones E y O en 
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relacién a las del C (Cap. II), los ambientes especfficos en paredes de carbonato de calcio 

que les caracteriza por presentar una discontinuidad en su distribucién (separacién >20 km) 

entre poblaciones, y la ausencia aparente en la actualidad de polinizadores (murciélagos) de 

amplio desplazamiento (Arturo Silva, comunicaci6n personal), podrian ser un indicativo de 

que en el pasado estos tltimos permitian el flujo génico entre las poblaciones y a la falta de 

Estos, los grupos y sus poblaciones han evolucionado de manera independiente. La distancia 

ha pasado a constituir un sistema de barreras geogréficas para el flujo génico para los 

polinizadores locales (o que es raro que recorran la distancia entre dos poblaciones 

cercanas). Debido a lo anterior, resultaria de gran interés realizar estudios de biologia floral 

que permitan aclarar estas interrogantes que parecen reflejar la alta diferenciacion genética 

(Fst = 0.236) entre las 10 poblaciones estudiadas. 

Distribucién y nimero de poblaciones de A. victoriae-reginae. Las poblaciones visitadas 

seguramente no son todas las localidades de distribucién. No se exploraron todas las sierras 

ni cada rincén de ellas. El propésito era abarcar el area de distribucién de Norte (N) a Sur 

(S) y de E a O para tener un panorama general de la especie y poder generar informacién util 

para su conservacion, de lo que si podemos estar casi seguros es de que tenemos la 

descripcién de las dos poblaciones 1 y 7, de mayores dimensiones que puedan existir de A. 

victoriae-reginae, situadas totaimente en los extremos E y O respectivamente, y una tercera 

poblacién (No. 5) de menor tamafio situada en el 4rea C-S. El andlisis de las muestras de 

hojas del territorio donde se distribuye la especie revelé que las distancias genéticas entre 

poblaciones presentaron una relacion con la distribucién geografica, integrando a las 10 

poblaciones en tres grandes grupos: el grupo E (pobs. No. 1, 2 y 3), el grupo C con 

distribucién de las poblaciones de N a S (pobs. 4, 5, 8, 9 y 10) v el grupo O (6 y 7) (Fig. 2, 

Cap. II). La mayor similitud de los grupos extremos (E y O) en relacién con el del C, parece 

indicar que la especie en los procesos pasados presentaba una distribucién continua, aunque 

por la especificidad del habitat (paredes de carbonato de calcio) podria favorecer la teoria de 

la existencia en el pasado de un polinizador que favorecia el flu‘o génico entre poblaciones. 

El tamafio extremadamente grande de las dos poblaciones mas distantes de E a O (1 y 7) en 

relacién a las otras 8 poblaciones, favorecié una mayor estabilidad genética. El caso 

contrario (grupo C) representado por poblaciones pequefias, sujetas a cambios por deriva
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zénica. De reportarse nuevas localidades de distribucion, es posible que con evaluar sus 

distancias geograficas en relacion a las poblaciones de los tres grupos aqui descritos, se 

podria encontrar su posible integracién a uno de estos. Para los casos de incertidumbre, un 

andlisis electroforético con el mismo sistema y las mismas isoenzimas y loci evaluados seria 

un buen indicativo para establecer su ubicacién dentro de uno de los grupos. 

Respuesta de genets y ramets en el ambiente pared y loma. A diferencia de otros agaves, 

A. victoriae-reginae, presenta un bajo indice de propagacién clonal o generacién de ramets 

(Gentry 1982). Nuestros resultados registraron en el ambiente de pared un promedio general 

¢e 0.37 individuos ramets por cada individuo genet. En ambiente de loma en promedio fue 

Ge 2.55 individuos ramets por cada individuo genet. La densidad general de reproductores 

ror area fue de 0.00131 reprods./m’ (1 reprod./763 m’) que correspondié a un intervalo de 

0.66% a 0.17% de reprods/inds inmaduros, para las densidades (ind/m’) de 0.20 (pob 5) a 

0.75 (pob 7), respectivamente. La presencia simultanea de 2 0 més reproductores en un 

mismo clon no se registré y seria un caso poco probable, sobre todo en el ambiente de 

pared, en virtud del reducido numero de individuos por aglomerado o clon, a la diferencia de 

estructura de tamafios (didmetro en cm) dentro de ellas y al sistema de clonacién por yemas 

kterales que resulta en pocos individuos, sujetos a compartir los nutrimentos entre todos los 

individuos de la colonia. La floracién es mAs probable que se presente en forma alternada de 

tizmpo, es decir que el aporte de genes del clon es de varios afios después de la ultima 

floracion. En ambiente de pared, existe una alta proporcién de plantas solitarias que después 

de la fructificacién se extingue el genotipo o promueve antes de morir la formacién de un 

pequefio brote, permitiendo mantener las caracteristicas del individuo genet en forma de 

remet. También, fue posible observar la extincién de toda una colonia (2 o mas individuos 

clones) después de la reproduccién de algunos de ellos, como resultado de los factores de 

competencia presentes en este tipo de ambiente y al posible agotamiento por el gasto de 

etiergia en desarrollo reproductivo de alguno de ellos. En el ambiente de !oma (poblacion 

No. 3, Fig 5c: Cap. III), donde se presenta un suelo con mayor frecuencia en posicion 

horizontal o sobre una pendiente con poca inclinacién, se observé que bajo la superficie del 

suelo éste esté constituido en muchos de los casos por material de arrastre (suelo pedregoso 

y arena) similar al que se presenta en bancos de arrastre en las vegas de arroyos y rios. Esta 
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condicién permite el desarrollo de rizomas bajo el suelo con un crecimiento radial de la 

colonia, y reduccién de tamafios de los individuos ubicados alrededor de la planta central, 

que generalmente es de mayor talla. Esta estructura se encontré al remover el suelo entre 

dos plantas y se observé la presencia de un rizoma, también se observé la formacién de 

ramets directamente de yemas en la base de tallos originando colonias aglomeradas. Las 

excavaciones con maquinaria que se llevan a cabo en estos sitios dejan ver el subsuelo 

formado de bancos de arena y grava. El material que se extrae es empleado en 

construcciones. 

Los promedios de los didmetros de las plantas de A. victoriae-reginae en las siete 

poblaciones fueron més altos en las formas genets que en las formas ramets, a diferencia de 

otros agaves como 4. macroacantha que registran mayores tallas y mayor numero de 

individuos en las formas ramets (Arizaga, comunicacién personal). Las diferencias pueden 

ser debidas a que A victoriae-reginae present6 para el ambiente de pared la generacién de 

ramets que ocurre preferentemente por generacién de brotes cle yemas basales. Lo anterior 

permite a la colonia estar constituida en un aglomerado y en su mayoria los ramets carecen 

de raices propias, dependen de la nutricién de la planta madre Esta forma de organizacién 

es similar a la que presentan la mayoria de las plantas, donde la parte apical inhibe a las 

yemas y brotes laterales mientras mantenga su jerarquia de dominancia apical (Taylor y 

Sussex 1990; Sachs 1991). También debe influir la limitacién de nutrimentos por ser un 

ambiente carente de suelo, sin embargo, el ambiente de loma caracterizado por ser suelos 

profundos, el comportamiento sobre el promedio del didmetro se sigue manteniendo de 

forma similar al de pared, con la excepcién de que en este ambiente se presentan las dos 

formas de formacién de ramets: por yemas laterales y por rizoma. En loma se presenta un 

mayor numero de ramets en relacién de genets en una proporci6n de 2.55 a 1 

respectivamente (discutido anteriormente). En contraste, A. ntacroacantha muestra un 

mayor desarrollo y numero de las formas ramets y se le atribuye (Arizaga comunicacién 

personal) a que presentan una nutricién paterna por medio del rizoma, el cual proporciona 

una union fisica permanente garantizando la sobrevivencia y su desarrollo precoz. También 

es conveniente indicar que los ramets vinculados por rizoma, generan un sistema radicular 
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independiente que les permite desde su formacidn la posibilidad de capturar parte de su 

nutricién. 

A pesar de que en la poblacién No. 3 se presenté un mayor numero de ramets 

(clones), la variacién genética revelada a través del andlisis de isoenzimas reportada en el 

capitulo dos, muestra heterocigosis (He (pop 3y= 0.325 y Hecroa = 0.335) ligeramente inferior 

al promedio de las diez poblaciones, la variacién es alta y se comporta de forma similar al 

esto de las poblaciones. Lo anterior es un indicativo de que las poblaciones no registran 

niveles de endogamia . Para evitar problemas de repeticion de lecturas por individuos clones 

Jas muestras de hojas colectadas correspondieron a individuos distantes y de diferentes 

colonias en los 5 sitios donde se detecté su establecimiento. Los polinizadores locales deben 

de jugar un papel importante en el intercambio genético dentro de la poblacién, favorecido 

con la baja incidencia de clonacién que registra esta especie (Gentry 1982). Un andlisis 

isoenzimAtico de progenie y estudios de autopolinizacién entre la misma y con flores 

Lermanas podria mostrarnos los niveles de endogamia. La probabilidad de que se recluten 

plantas con estas caracteristicas a la poblacién podria ser minima, la baja variabilidad 

genética de las plantas puede ser un impedimento para su establecimiento en el ambiente 

hostil donde se desarrollan. 

Situacién de las poblaciones de Agave victoriae-reginae. Las poblaciones | y 7 podrian 

ser las mds estables por ser las que se presentan en una amplia distribucion, mayor numero 

de individuos totales, mayor individuos reproductivos por afio, la mayor densidad por area, y 

ajarentemente la roca de la pared presenta una erosién no tan avanzada en relacién a otras 

poblaciones. 

De forma contraria, la poblacién No. 3 constituida por 5 sitios, esté establecida en 

Icmerios con una superficie de distribucién reducida, principalmente porque se encuentra 

creciendo en pequefios cumulos de plantas. Lo accesible del habitat ha permitido el saqueo 

de plantas y probablemente una gran cantidad de semillas ya que el numero de reproductores 

es muy bajo, estan a la vista y al alcance de los posibles colectores. Se sugiere que es la 

poblacién que demanda mayor atencién para su protecci6n y conservacion. Un dato 

acicional que revela su critica situacion es que el numero de individuos potencialmente 
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adultos estd reducido, sélo se presenté 1 individuo reproductor en 1995 para toda la 

poblacién, y en 1996 se registré la presencia de 5 individuos en estado reproductivo. 

Las poblaciones 2 y 6 aunque de mayores dimensiones, presentan similares 

circunstancias sobre alteracién de los habitats, el factor que perturba en gran medida es la 

demolicién de las sierras para la extraccién de la roca que usan la industria cementera y en la 

fabricacién de losetas de m4rmol. De continuar con esta practica, es muy factible que 

desaparezcan las poblaciones en un lapso corto. Aunque en la poblacién No. | se practican 

todas estas actividades, se registré ésta como Ia poblacién con mayor dimensién y numero 

de individuos, una condicién que amortigua la destruccion es que parte de la poblacién 

pertenece al Parque Nacional “La Huasteca”, lo que permite que esta zona de la poblacién 

esté legalmente protegida. Algunas de las poblaciones pequefias (ej. Pobs. 9 y 10), se 

encuentran establecidas en pequefios cafiones de una sierra con grandes dimensiones, 

ademas, algunas localidades son poco accesibles a vias de comunicacién y parecen no haber 

sido afectadas por colectores hasta el momento. 

Alternativas para la conservaci6n in sifu de poblaciones de Agave victoriae-reginae. Se 

recomienda una rapida accion, particularmente para proteger la poblacién No. 3, se 

caracteriza por ser la més pequefia en tamafio y la mas amenazeda por saqueo de plantas y 

semillas. Para el caso de semillas el saqueo es critico, como pudimos constatar en nuestra 

salida al observar reproductores sin la infrutescencia tanto de le. tnica que fructificé el afio 

de la salida, asi como las observaciones hechas en plantas secas. de afios anteriores. Estas 

presentaban unicamente la base del escapo, con marca de corte a los 10-20 cm, sin observar 

los restos de ia infrutescencia cortada. Una medida para la conservacién in situ seria el 

establecimiento de un jardin botdnico regional de zonas dridas en los alrededores de la 

Ciudad de Saltillo (15 -20 Km al Este). Este podria integrarse al desarrollo de un parque 

recreativo y de museos naturales formando parte de una Ciudad con historia del México 

revolucionario, minero, con yacimientos de fésiles, etc., enriqueciendo su cultura, 

educacién, recreacién y la conservacién de especies de plantas y animales, permitiria 

contemplarse como una zona turistica y de conservacién para esa region. Esta zona a 

conservar involucraria a las especies nativas que se encuentran creciendo cerca o comparten 

el habitat con A. victoriae-reginae, entre las que se encuentran especies amenazadas, dentro 
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de las cactéceas se puede mencionar al Turbinicarpus (Normanbokea) valdeziana, 

Thelocactus rinconensis (S. Arias, comunicacién personal). Dependiendo del proyecto a 

desarrollar, para el jardin botanico podria proponerse al menos una superficie de 10 ha., que 

permitiria abarcar la conservacion en el lugar donde se encuentran actualmente 3-4 de los 5 

sitios localizados, sitios que para ésta poblacién registran el mayor ntimero de individuos, y 

dentro de los cuales se podrian reubicar las plantas del sitio alejado. La ubicacion resultaria 

accesible y por encontrarse en una zona escasamente elevada tendria una vista panoramica 

enel Valle de Saltillo, y el costo del terreno resultaria bajo debido a que no tiene ningun uso 

agricola, se presenta un pastoreo abierto por ganado caprino (uso comin en el desierto 

Chihuahuense) y la extraccién ocasional de fibra de lechuguilla, cerca de los sitios de 

distribucién se han establecido minas de grava y arena para la construccion. 

En cuanto a las 9 poblaciones en ambiente de pared, mucho de ellas, podria 

conservarse aun con el nivel de saqueo de plantas que se presenta en la base o partes 

inferiores de las paredes, pues arrancar y bajar las plantas de las paredes requiere de mucho 

cuidado, ademés plantas dafiadas carecen de valor en el mercado. La extraccién de minerales 

por industrias explotadoras de cemento y cal resulta ser el agente mas agresivo y que en 

pocos afios llegara a transformar las localidades demoliendo la sierra 0 montafia donde se 

establece la especie. Las compaiiias estan respaldadas por permisos gubernamentales que les 

concesionan la demolicién y explotacién de las sierras. Para nuestras colectas, se requirié de 

un permiso de colecta de la SEMARNAP, y la entrega de un informe a la delegacion estatal 

de cada estado (Coah., Dgo., y N. L.) yala federal (D.F.), indicando la situacién de 

alteracién de las poblaciones silvestres. En dichos informes entregados se denunciaba la 

destruccién de la localidad de las poblaciones y el nombre de la compafiia concesionada. Sin 

embargo, han transcurrido més de 2 afios y el deterioro de algunos de los habitats aunado a 

la destrucci6n de plantas de A. victoriae-reginae continvan en forma acelerada. 

Una concesién restringida a respetar la parte de pared donde se distribuyen las 

plantas, permitiria conservar in situ a las poblaciones en grave peligro de extincién. Sin 

embargo esta accién no se ha tomado en consideracion por las autoridades que deben 

regular la proteccién de los recursos naturales. 
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La conservacién in situ de las poblaciones podria establecerse considerando una 

muestra representativa de cada poblacion y normatizar y hacer respetar el area a conservar 

por las autoridades pertinentes. Es necesario contemplar la conservacién de las diez 

poblaciones, debido a que los resultados de genética de poblaciones para A. victoriae- 

reginae registraron valores altos de diferenciacién genética entre poblaciones(F'sr = 0.236), 

valor relativamente bajo en la tasa de migracion (Nm = 1.821) (Hart! y Clark 1989), el flujo 

génico (M = -0.47) que indica una relacién de aislamiento por distancia entre las poblaciones 

(Slatkin 1993) y los altos valores de distancias genéticas entre poblaciones (Cap. II) que 

reflejan valores altos comparables a los observados entre diferentes subespecies y de otros 

grupos de plantas (Crawford 1983). Esta diferenciacién es muy probable que esté 

relacionada a su distribucién en forma de “islas” que permiten la presencia de una barrera 

fisica dentro del desierto Chihuahuense. Barrera generada muy probablemente por la 

ausencia de polinizadores de distribucién amplia (discutido anteriormente). Diferencias que 

también fueron observables aunque aun no evaluadas en la morfologia de plantas 

potencialmente adultas entre las diferentes poblaciones (Fig. 5b v c: Cap. IID). 

Para el tamafio minimo de una poblacién se pueden tomar como base de 

investigacién los andlisis reportados por Lande (1995), indicando que ..... para mantener el 

potencial adaptativo normal en los caracteres cuantitativos baja un balance entre 

mutacién y deriva génica al azar (o entre mutacin, deriva génica y seleccién natural 

estabilizadora), el tamafio poblacional efectivo debe ser de aproximadamente 5000 

individuos..... Lo anterior se podria aplicar a esta especie, si de forma preliminar tomamos 

los valores altos de variacién genética (Heros) = 0.325) que se presentaron en la poblacién 

No. 3, la cual estaba integrada por poco menos de mil individuos. Con tamaiios mas 

pequefios a los documentados se corre el riesgo de que las poblaciones pueden estar sujetas 

a una endogamia e incrementar la tasa de extincién en una poblacion (Frankham 1995a). Sin 

embargo, dada la complejidad que se manifiesta entre las diferentes especies, sera necesario 

ajustar el tamafio minimo de la poblacién utilizando los valores genéticos y de ecologia de 

poblaciones aqui obtenidos. Programas sobre conservacién de esta especie podrian ser 

exitosos a un costo muy bajo, con la reglamentacién de fragmentos de la poblacién para su 

conservacion in situ, ademas de apoyar estos programas con la conservacion de plantas y
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seinillas en los jardines botanicos. Los altos niveles de variacién genética en las 10 

poblaciones, indican que aun seria posible en la actualidad asegurar la conservacién de las 

poblaciones y no esperar que éstas reflejen respuestas similares a otras especies donde se 

cuenta con tan sdlo unos pocos (menos de 10) individuos (Rubluo et al., 1993; Mistretta 

1994). Una ausencia o reducida variacion genética que presentan en relacién a la poblacién 

orizinal, es el punto central de discusién para el establecimiento o recuperacién de una 

especie con estas caracteristicas, y los esfuerzos de conservacién podrian llegar a tener un 

elevado costo y un final infructuoso. 

Para el caso ideal de poder establecer la conservacién de las diez poblaciones, se 

propone tomar en cuenta el zimograma de distancias genéticas (Cap. II), donde se muestra 

la existencia de tres grandes grupos. Solo en circunstancias extremas se sugiere conservar 

una poblacion por grupo, ya que las distancias genéticas entre grupos sugieren que podrian 

representar distintas especies. Sin embargo, en relacién a las distancias genéticas entre las 

poblaciones y a la misma drea geografica donde se encuentran, sugiere gue A. victoriae- 

reginae registra un proceso de especiacién simpatrica. Lo anterior muestra la importancia de 

conservar in situ de tamafios representativos de cada poblacién. 

Conservacién ex situ. La conservacién de semillas en jardines botanicos es una alternativa 

viable, que permite establecer las bases de un banco de germoplasma y et desarrollo de lineas 

de irtvestigacién con el material conservado, que permitiran conocer mas de los aspectos 

fisioldgicos, genéticos de las poblaciones silvestres de A. victoriae-reginae. La conservacién 

de semillas bajo las condiciones establecidas resulta ser eficiente para esta especie. Semillas 

de dos poblaciones después de dos afios de almacenaje registraron una germinacién superior 

al 9C%, sin embargo, en la medida de las posibilidades seria importante que los jardines 

botéicos establecieran entre sus sistemas de conservacion el de los bancos de semillas con 

las mejores condiciones, reportadas para diversas especies con semillas ortodoxas, donde se 

podria garantizar para un gran numero de especies, altos porcentajes de viabilidad por 50 o 

mas afios de almacenaje (Roberts 1975; Thompson 1975; Frankel y Soulé 1981), donde bien 

podria estar el caso de A. victoriae-reginae y de muchas especies de la familia Agavaceae, 

asi como de otros grupos de plantas de zonas dridas.
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En programas de conservacién ex situ de especies donde las semillas no sean una 

alternativa viable y se requiera del uso de técnicas de cultivo de tejidos para la propagacién 

de plantas y su posterior reintroduccién en las poblaciones naturales. Es fundamental 

establecer vias que permitan garantizar en gran medida la estebilidad de los genotipos, con el 

propdsito de que se evite la reintroduccién de plantas aberrantes con genes raros y 

Ocasionen un caos en las nuevas generaciones resultado de la cruza entre estas plantas y las 

plantas silvestres caracterizadas por presentar genes coadaptados a su ambiente (Ecker 

1989). 

El uso de técnicas para andlisis de variacién genética a través de isoenzimas, ADN, y 

valoracion de poliploidias usando citometria de flujo, se presentan como herramientas 

fundamentales para determinar si se ha logrado una clonacién o inestabilidad genética 

(mutaciones genéticas o variacién cromosémica) de las plantas derivadas via cultivo de 

tejidos (Karp 1986; Novak et al. 1986; Pijnavker et al. 1986; Dolezél 1991; Dolezél et al. 

1992; Peschke y Phillips 1992; Ortega 1996). 

Las vias morfogenéticas (organogénesis y embriogénesis somatica directa e indirecta) 

que permitirian una mayor probabilidad de estabilidad genética, serian las de respuesta 

directa a partir de tejidos estables como los meristemos y apices de tallo, tal y como se 

reporta en diversos trabajos (Kartha 1981, 1982; Binding y Krumbiegel-Schroeren 1984; 

’ Thorpe y Patel 1984; Hussey 1986; George 1993; Paulet ey al. 1993). El caso contrario, la 

" inestabilidad de plantas cominmente se ha generado por vias indirectas, es decir a través de 

tejidos y 6rganos desorganizados en un callo por la presencia de fitohormonas en el medio 

de cultivo, incrementandose la inestabilidad al prolongarse el periodo de callogénesis y/o al 

utilizar tejidos muy diferenciados, con lo cual existe un alto riesgo de generar plantas 

aberrantes como individuos poliploides o individuos con tejidos quiméricos con un amplio 

mosaico cromosémico (D’ Amato 1977; Novak et al. 1986; Pijnacker ef al. 1986; Ramulu y 

Dijkhuis 1986; Dolezél 1991; Dolezél et al. 1992), 

El uso del material almacenado ex situ, como plantules in vitro (provenientes de 

regiones meristematicas en respuestas morfogenéticas directas) y semillas depositadas a 

temperaturas bajas, podran ser parte del material para el rescate de una poblacién con serios 

problemas de extincién, siempre y cuando pertenezcan a la misma poblacién; los andlisis 
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isoenzimaticos que se presentan en el Cap. IT, en conjunto con lo reportado en el Cap. III 

referente a la estructura poblacional, respuesta clonal, densidad, etc., seran la herramienta 

para tratar de disefiar un sistema y elegir el material (genotipos) que se podré liberar y en 

qué proporcién, en caso contrario, la falta de material almacenado o el descubrimiento de 

una nueva poblacién con serios problemas de extincién, podria llevarnos a repetir sistemas 

de clonacién como el establecido para Cercocarpus traskiae, de \a cual, en la naturaleza 

Unicamente existian 7 plantas y correspondian a 7 diferentes genotipos (Mistretta 1994). 

La aplicacién de las técnicas de cultivo de tejidos por cualquier via morfogenetica de 

propagaci6n se justifica su uso en la industria de plantas de ornato, pude ser una herramienta 

iraportante al establecer un sistema de propagacién masiva de plantas, ha demostrado que al 

perfeccionarse a una escala industrial puede proporcionar de 200,000 a 400,000 plantas por 

ailo a partir de una sola yema (Martin 1984), abasteciendo la demanda comercial. Este 

sistema permite de forma indirecta proteger las poblaciones silvestres, participando en la 

disminucién del saqueo de semillas y plantas (practica que continia de manera ilegal). 

Agentes que amenazan a especies en peligro de extincién con alto valor ornamental. 

La amenaza por colecta ilegal esta dada principalmente por el valor ornamental que han 

acquirido muchas especies de plantas mexicanas en el mercado internacional y recientemente 

en el mercado nacional. En el caso de las endémicas o de distribucidn restringida se ha 

ocasionado que un gran numero de especies se encuentren al borde de la extincién (Villa- 

Lobos 1988; Vovides 1989; Martinez-Palacios 1991; Arias 1993, CITES 1995). 

Instituciones educativas y Centros de investigacién también participan en cierto grado con la 

extincién de plantas. Un ejemplo claro se observa en los viajes de practicas escolares y 

colectas para jardines botanicos, que en la actualidad colaboran a baja o alta escala 

(dependiendo de la situacién de la especie) en la extraccién de plantas (Osborne y van 

Staden 1987). Lo anterior es una practica comin si se observan sus colecciones, por lo 

general, cada planta en exhibicidn presenta la etiqueta de colecta de campo, y tales 

colecciones son mantenidas con reposiciones periddicas, que para el caso de las especies en 

peligro de extincién con ello cada vez se reduce més el ntiimero de individuos en las 

poblaciones silvestres. La colecta a cualquier nivel influye directamente en la erosion 

geritica y la extincién. Es fundamental que los jardines botanicos desarrollen programas 
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horticolas con especies en peligro de extincién, estableciendo técnicas que puedan ser del 
dominio ptblico para ser aplicado por viveristas. Con tales técnicas se podrian mejorar los 

programas de rescate de especies en peligro de extincién, ademas de mantener y reponer sus 

colecciones (Elias 1986). Una situacién grave ocurre en las escuelas con practicas de campo, 

pues participan en la difusién de las localidades de plantas, permiten que estudiantes 0 

interesados se inscriban con el interés de conocer localidades y colectar plantas y semillas 

durante la salida en grupo o en futuras salidas individuales. Es necesario que los profesores e 

investigadores pongan mayor interés en la protecci6n de especies en peligro de extincion, 

sobre todo aquellas donde la colecta ilegal es el factor que las amenaza. A. victoriae-reginae 

por ser endémica de México (distribuida en algunas regiones de los estados de Durango, 

Coahuila y Nuevo Leén) y presentar un alto valor ornamental ea el mercado internacional 

lamentablemente cumple con las expectativas de extincién antes mencionadas, aunado a la 

destruccién del habitat donde se establece. Viveristas Australianos via Comercio Exterior, 

ofrecen $200.00 u.s./planta potencialmente adulta (S. Franco, com. pers.). La colecta de 

semillas en campo para produccién de plantas en viveros podria ser una alternativa de uso 

sustentable, siempre que las colectas se establezcan con fundamentos ecoldgicos para no 

poner en riesgo el aporte de semillas en la poblacién. Las técnicas de cultivo de tejidos 

vegetales aplicando los sistemas establecidos en esta investigacién se presenta como la mds 

id6nea, ya que Gnicamente requiere de unas cuantas semillas en el desarrollo inicial del 

sistema de micropropagacion. La importancia de establecer sistemas de propagacién de 

plantas podria ser una de las soluciones para disminuir el saques ilegal de plantas y semillas 

de las poblaciones, que junto con la demolicién de las sierras por compafiias explotadoras de 

cemento, cal y marmol, son los dos factores que amenazan de extincién a las poblaciones. 

El presente trabajo desde su inicio se planted como un proyecto de biologia de la 

conservacidn de A. victoriae-reginae (Agavaceae) especie mexicana endémica y en peligro 

de extinci6n, para utilizar diversas disciplinas (genética, ecologia, cultivo de tejidos 

vegetales, anatomia y fisiologia de semillas) que permitieran proporcionar alternativas en 

forma individual e integral para su conservacion in situ y ex situ. Los resultados obtenidos 

muestran ser satisfactorios ya que se logré determinar la estructura genética y poblacional de 

las poblaciones, el tamafio y el estado actual de cada poblacién visitada y varios factores 
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mas, que en forma integral permitieron proponer alternativas para su conservacién. Ademas, 

surgieron nuevas interrogantes como el tratar de entender los factores que han permitido 

que las poblaciones evolucionen en forma aislada, derivando en la ausencia o reduccidn de 

un flujo génico. Las técnicas de cultivo de tejidos pueden ser una herramienta muy util en la 

propagacién masiva de plantas para uso ornamental y en el rescate de genes erosionados 

utilizando sistemas de clonacién que garanticen una estabilidad genética. El trabajo 

involucré la asesoria y colaboracién de varios especialistas e investigadores y diversos 

laboratorios, y junto con los apoyos financieros proporcionados por CONABIO, PADEP, 

PAPIIT y en becas CONACYT. Se logré abordar las diversas lineas de investigacion, 

factores que permitieron en forma integral cumplir con los objetivos inicialmente planteados. 

Sin embargo, lo que aqui se realizo es el primer paso y la conservacion de la naturaleza es un 

proceso mds complejo, que puede no Ilegar a tener eco si no participan las instancias 

gubernamentales para su conservacién, de igual forma es de suma importancia que 

participen y/o colaboren otras instituciones relacionadas en la conservacién de la naturaleza 

y concientizar a la sociedad misma de la problematica. El recurso natural, colecta racional de 

semillas, promete un gran potencial para uso sustentable en regiones marginadas, sobre todo 

analizando el alto valor ornamental que presenta a nivel internacional. 

Conclusiones 

- Se establecié el sistema y se realizé el andlisis de isoenzimas de 10 poblaciones de 

Agave victoriae-reginae con lo cual se lograron conocer sus niveles de variacion y 

diferenciacién genética. 

- Con base en el andlisis de parametros estaticos de ecologia, se logré conocer el 

estado en que se encuentran las poblaciones, registrando perturbaciones graves en tres de 

ellas. 

- Resulta urgente establecer mecanismos para la conservacion in situ y ex situ (ej. 

semillas) como medidas de conservacién de la especie. 

- Se establecieron vias para la propagacién masiva y clonal por cultivo de tejidos. Lo 

ual hace real la posibilidad de aplicarse de inmediato en el rescate de genotipos erosionados 
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(para el caso que se requiera) y para abastecer la demanda internacional como una especie 

ornamental. 

- La investigacién en las distintas reas abordadas (ecologia y genética de 

poblaciones, fisiologia de semillas y cultivo de tejidos) han permitido en el presente estudio 

establecer alternativas viables para la conservacién de Agave victoriae-reginae. 

Perspectivas a futuro. 

Es necesario continuar con estudios de ecologia de poblaciones (biologia 

reproductiva) para entender mejor los procesos evolutivos que han permitido que las 

poblaciones evolucionen de manera independiente y registren 2n Ja actualidad una gran 

diferenciacién genética. 

También se recomienda que la presente investigacién, de ser posible, se complemente 

con estudios de citogenética, revision taxondmica y otros estudios que permitan corroborar 

el nivel taxonémico en que se encuentran las poblaciones y/o ‘os tres diferentes grupos 

(Este, Oeste y Centro), agrupados de forma natural de acuerdo al andlisis de distancias 

geneticas. 

Debido a que el porcentaje de germinacién de semillas y su desarrollo a plantas (>10 

cm) bajo condiciones de invernadero es alto y en corto tiempo. Las semillas colectadas en 

campo podria ser el material base para el aprovechamiento sustentable de la especie, siempre 

que se establezca un programa de la cantidad de semillas a colectar por infrutescencia. 

Evitando lo que se presenta en la poblacién 3 donde los individuos reproductores son pocos 

por afio y con la colecta ilegal se extraen todas la semillas, que podria llevar pronto a un 

agotamiento genético de la poblacién. 

La micropropagacion se establecié como una alternativa viable para ser utilizada en 

la propagacién masiva de plantas para uso comercial y hasta el momento para esta especie 

no se justifica su aplicacién. 

Es necesario que se respete la opinion de las autoridades académicas y que sean ellas 

y no sdlo las gubernamentales quienes normaticen la conservacion del tamafio minimo de 

cada poblacién. Con lo cual, se lograria evitar la desaparicién a corto plazo de cuando 

menos dos poblaciones (2 y 6) que presentan ambiente de pared, sierras que actualmente se 
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estan demoliendo al extraer cemento, roca molida y marmol. La poblacién (No. 3) en 

ambiente de loma, se presenta como la poblacién que demanda mayor atencién para su 

conservacién por ser la mas susceptible a colecta de plantas y semillas y ser la poblacién con 

menor numero de individuos. 

Es de fundamental importancia que los jardines botanicos en sus programas de 

conservacidn ex situ establezcan sistemas de propagacion horticola para reponer sus 

colecciones y donar a otros jardines botanicos y centros de investigaci6n, evitando de esta 

forma el que se agudice la erosién genética y extincién de poblaciones, Ademas de 

establecer bancos de semillas de las poblaciones como sistemas de conservacién de 

variabilidad genética y de alternativa para el rescate en un futuro cercano de poblaciones 

erosionadas genéticamente. 

La implementacién de los programas y el financiamiento de los mismos es por 

consiguiente materia institucional, de aquella que acepte comprometerse a tomar una accion 

directa en la conservacién de esta especie, representante de la flora mexicana. 
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Apéndice. 

APENDICE I. 

A) Sistema electroforético No. 8 LiOH (Soltis et al., 1983) utilizado para la evaluacién 

iscenzimatica de Agave victoriae-reginae T. Moore. 

  

    

Buffer del gel: 

0.642 M Tris (T-1378) 5.04g 

0.007 M Acido citrico (monchidratado) 1.47g 

0.004 M LiOH 0.16g 

0.025 M Acido borico 1.562 

H,0 destilada (aforar a ) 1000ml 

| (ajustar el pH a 7.6 con 1M de HCI; para GOT, ME y ACPH ajustar a pH 8.0). 
  

Buffer del electrodo: 

  

    

0.039 M Hidréxido de Litio (LiOH) 1.648 

0.263 M Acido bérico 16.23g 

H,Q destilada (aforar a) 1000m! 

| (ajustar a pH 8.0 con NaOH 6 HCI). 
  

Corriente a 60 mA, desplazamiento por 6 cm, tiempo de corrida 6-7 h.. 
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B) Recetas de los sistemas “buffers” utilizados para el anAlisis electroforético en Agave 
victoriae-reginae T. Moore. 

  

  

  

  

  

  
  

ACPH (Acid phosphatase; E.C.3.1.3.2 (Hakim- DIA (Diaphorase; E.C.1.6.4.3) 
Elahi,1976) 

Pesar: Pesar por separado: 
Fast Garnet GBC salt 75mg 1) 2,6 diclorofenc! indofenol (DPIP) 4mg 

2) B-NADH 12mg 
MTT 8mg 

Afiadir: 3) Agar 0.36g 
Buffer 1M de acetato de sodio (NaAc) pH5.0 4ml Afiadir por separado: 
H,0 destilada 40mi 1) H,O destilada (justo antes de tefiir y 
MgCl, 10% (1M) Iml disoiver bien) 4ml 
a-Naphthy!} acid phosphate (sodium salt) 2) 0.025M Tris-HCl pH 8.6 20m! 
1% 2ml 3) H,O destilada 24ml 

Calentar hasta que hierva y se disuelva el agar, 
entonces mezclar !), 2) y 3). 

(Incubar en obscuridad a temperatura ambiente) (Incubar en obscuridad a 37°C, aprox. 45 min.) 

EST (Esterase; E.C.3.1.1) (Hakim-Elahi, 1976) GOT (Glutamate oxaloacetate transaminase; 

E.C.2.6.1.1) (Wyatt, 1989). 
Pesar: Pesar: 

Fast Blue RR salt 75mg Pyridoxal 5-phosphate 4mg 

Afiadir: Fast Blue BB salt 150mg 
ec-Naphthyl acetate 1% 3m] Afiadir: 

H,0 destilada 40m1 0.2M Tris-HCl pH 7.0 SOm} 

Buffer de fosfatos pH6.0 3ml Substrato GOT fH 7.0 5ml 

(ncubar a temperatura ambiente aprox. 60min) (Incubar en obscuridad a 37°C) (Sistema Mitton PP) 
  

  

  

LAP (Leucine aminopeptidase; E.C.3.4.11.1) (Werth, ME (Malic enzyme; E.C.1.1.1.40) (Modificado de Soltis et 

1985). al., 1983) 

Pesar: Mezcelar: 

Fast Black K salt 100mg j 0.2M Tris-HC! pH 8.0 40ml 

(disolverlo bien en Sm! de H,O destilada 1M DL-Malato »H 7.0 Sm! 

justo antes de tefir) IM MgCl, (6 10%) Iml 
Afiadir: TPN (=NADP) |% Iml 

Buffer 0.2M Tris-maleato pH 5.2 50m! MTT 1% Iml 

L-leucine B-naftilamida~HCt 2.5% tml PMS 1% 0.2m! 

(Incubar en obscuridad a 37°C durante 30 min, y 

posteriormente afiadir el Fast Black K salt ya disuelto. 
Dejar incubando en la obscuridad a 37°C).   ({ncubar en obscuridad a 30°C) 
  Continua en la siguiente pagina 

  
 



    

sees centinuacién de la pagina anterior 
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PGI (Phosphoglucose isomerase; E.C.5.3.1.9) (Vallejos, PGM (Phosphoglucose mutase; E.C.2.7.5.1) (Soltis et al., 

1983). 1983). 

Pesar: Pesar: 

D-fructuosa-6-fosfato, sal disddica 20mg a-D-glucosa-!-fosfato (SIGMA G-1259) 75mg 

Afiadir: Afiadir: 

0.1M ‘Tris-HCl pH 7.5 50ml 1M Tris-HC! pH 8.0 5ml 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (10u/ml) 3ml H,0 destilada 40ml 

1M MgCl, (10%) Im] IM MgCl, (6 al 10%) im! 

TPN (=NADP) 1% Iml Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (10u/ml) 3m) 

MTT |% Im] TPN (=NADP) 1% Iml 

PMS 1% 0.5ml MTT 1% 6 NBT 1% Iml 

PMS 1% 0.3ml 

(Incubar en obscuridad a temperatura ambiente) (Incubar en obscuridad a temperatura ambiente) 
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APENDICE II. 

TECNICAS PARA EL ANALISIS ANATOMICO DE ESTRUCTURAS 
MORFOGENETICAS GENERADAS IN VITRO (Mauseth (datos no publicados), 
modificado por C. Guzman, Lab. Anatomia, Jardin Botanico, IB-UNAM). 

1. Fijador NAVASHIN’S: 

Sol. A: - acido crémico (= triéxido crémico), cristales lg 

- acido acético glacial 7 ml 

- agua 92 ml 

Sol. B: - formaldehido 30 ml 

- agua 70 mi 

mezclar 1:1 la sol. A y B en el momento de fijar, y mantener los tejidos en el fijador por un 
periodo no mayor de 24 h, el tiempo dependerd de la consistencia del tejido a fijar. 

2, Lavar con agua corriente durante 30 min. 
3. Deshidratar gradualmente con mezclas H, O-Etanol-TBA (ml): 

  

  

  

  

  

  

    

No. H.O | Etanol | TBA’ Etanol | Deshidrat. 

(95%) absoluto (%) 

1 65 30 5 0 30 

2 50 40 10 0 50 

3 30 50 20 0 70 

4 15 50 35 0 85 

5 0 45 55 0 95 

6 0 0 75 25 100             
  

"alcohol terbutilico ((CH3); COH). 

4. Tres cambios en TBA absoluto, 2 con 2 hc/u y el tercero por 12 h. 

5. Agregar escamas de parafina de forma gradual, de manera que se disuelva continuamente. 

6. En la estufa evaporar el total de TBA, para ser sustituido por parafina pura. 

7. Mantener en parafina pura durante 24 h. 
8. Preparar los bloques para los cortes 

9. Realizar cortes en un microtomo de rotaci6n (15-25 p ). 

10. Montar los cortes en porta objetos 

11. Tefiir con safranina y verde rapido por aproximadamente 5 minutos, segtin lo demande la 
preparacion a tefiir. 

12. Enjuagar 3 veces con alcohol absoluto durante un minuto cada uno. 

13. Agregar aceite de clavo por 8 min. 
14. Enjuagar con 3 cambios de Xilol, 1 min. cada uno. 

15. Montar en resina sintética, limpiar y etiquetar.



  

APENDICE IIL. 
(Abreviaturas) 

EBA=  6-Benzylaminopurine (BA; N*- 

Benzyladenine) 

2,4-D = 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 

kK.= — Kinetin (6-Furfurylaminopurine) 

NAA = Alpha-Naphthylacetic acid 

MS = Medio nutritivo Murashige y 

Skoog (1962) 

N= Norte 

S= Sur 

E= Este 

O= Oeste 

C= Centro 

ACP o ACPH = Acid phosphatase 

DIA = Diaphorase 

EST = Esterase 

GOT = Glutamate oxaloacetate 

transaminase 

LAP = Leucine aminopeptidase 

ME = Malic enzyme 

PG] = Phosphoglucose isomerase 

PGM = Phosphoglucose mutase 

A= Media del numero de alelos por 

locus 

Ae = Numero efectivo de alelos por 

locus 

He o H = Heterocigosis esperada 

Apéndice. 

P= Porcentaje de loci polimérficos 

n= Numero de muestra 

pF Probabilidad al 0.05 % 

SD =  Desviacién estandar 

df= Grados de libertad 

x= Media 

X’= Prueba de Ji cuadrada 

= Indice de fijacion 

Fis = Proporcion de heterécigos dentro 

de cada subpoblacion 

Fit=  Proporcién de heterdcigos en la 

poblacién completa 

Fst = Proporcién de heterocigos entre 

subpoblaciones 

Nm = Tasa de migracion 

N,=  Tamaiio efectivo de la poblacién 

M= __ Flujo génico 

D= Distancia genética 

Hdy-Wbg = equilibrio de Hardy-Weinberg 

CITES (siglas en Ingles: Convension sobre el 

trafico internacional en especies amenazadas 

de flora y fauna) 

UAAAN (Universidad Autonoma Agraria 

Antonio Narro). 

ind (s) = individuo (s) 

pob (s) = poblacion (es). 

reprod (s) = reproductor (es). 
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