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RESUMEN

Agave cupreata es una planta endémica de Michoacan y Guerrero, utilizada para la
produccion de Mezcal artesanal. Para poder producir materia prima de buena
calidad y econédmicamente rentable, se requiere obtener material genéticamente
superior para establecer plantaciones intensivas. En el presente trabajo se
establecié un ensayo de progenies en dos sitios, con el objetivo de evaluar el
desarrollo de 24 familias (progenies de medios hermanos) procedentes de tres sitios
de Michoacéan, e identificar las mejores familias, con mayor potencial para el
mejoramiento genético. El experimento consistio en dos fases de evaluacion; la
primera fase se evalu6 en invernadero hasta los 9 meses de edad; en la segunda
fase, el ensayo de los dos invernaderos se trasplanté a campo, en un mismo sitio,
y se hicieron evaluaciones, a los 14 y 20 meses de edad. Se midieron variables de
crecimiento, principalmente el area foliar y el niumero de hojas de las plantas,
también se midieron variables fisiologicas, como el contenido de clorofila mediante
indices de reflectancia de la hoja, y el contenido de azucares de la hoja. Finalmente
se calcularon parametros genéticos como la heredabilidad de los caracteres
medidos y se estimd la ganancia genética esperada a la seleccion. En la fase de
invernadero, el area foliar promedio de las familias fue de 62.9 cm?, la familia mas
sobresaliente presentdé un valor promedio de 84 cm? mostrando diferencias
significativas (P=0.0002); las 24 familias presentaron un promedio de 6 hojas.
Respecto al contenido de azucares en hoja, el promedio general fue de 5.9° Brix, y
la mejor familia tuvo un promedio de 6.24° Brix. Los indices de reflectancia (que
indican contenido de clorofila) mostraron sus valores mas altos en la evaluacién en
invernadero; en las evaluaciones de campo, el contenido de clorofila disminuy6
gradualmente por la exposicion a la radiacion solar. A los 14 meses (en el mes de
Noviembre), la familia que present6 el mayor tamafio en invernadero, también fue
la mas grande en campo, con un area foliar promedio de 273 cm?, mientras que el
promedio general de las demas familias fue de 184 cm?. En esta etapa las plantas
presentaron un promedio de 11.6 hojas. A los 20 meses (en el mes de Mayo), las
plantas presentaron una reduccion aparente en su tamafio por estrés hidrico, y se
observaron diferencias significativas entre familias (P<.0001). Respecto a los
parametros genéticos, se encontraron valores muy altos de heredabilidad a nivel de
medias de familia; para el area foliar, fue de 0.84 en invernadero y 0.77 en campo;
el numero de hojas y las variables fisiol6gicas, también presentaron valores altos,
mayores a 0.55. Si se seleccionara el mejor 20% de los mejores individuos del
experimento a los 14 meses, se esperaria una ganancia genética en tamario, del
17.9%.

Palabras clave: Agave cupreata, genética cuantitativa, progenies, crecimiento,
indices de reflectancia, clorofila, heredabilidad.
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ABSTRACT

Agave cupreata is an endemic plant of Michoacan and Guerrero, used for the
production of handcrafted Mezcal. In order to produce good quality and economically
profitable raw material, it is necessary to obtain genetically superior material to
establish intensive plantations. In the present work, a progeny trial was established
in two sites, with the objective of evaluating the development of 24 families
(progenies of half siblings) from three sites in Michoacan, and to identify the best
families with the greatest potential for genetic improvement. The experiment
consisted of two phases of evaluation; The first phase was evaluated in a
greenhouse until 9 months of age; In the second phase, the two greenhouses were
transplanted to the field in the same site and evaluations were carried out at 14 and
20 months of age. Growth variables, mainly leaf area and leaf humber of plants,
were also measured, as well as physiological variables such as chlorophyll content
by leaf reflectance index and leaf sugar content. Finally genetic parameters such as
the heritability of the measured characters were calculated and the expected genetic
gain to the selection was estimated. In the greenhouse phase, the average leaf area
of the families was 62.9 cm?, the most outstanding family had an average value of
84 cm?, showing significant differences (P=0.0002); The 24 families presented an
average of 6 leaves. Regarding the content of leaf sugars, the overall average was
5.9° Brix, and the best family had an average of 6.24° Brix. The reflectance indices
(indicating chlorophyll content) showed their highest values in the greenhouse
evaluation; In the field evaluations, the chlorophyll content gradually decreased by
exposure to solar radiation. At 14 months (in November), the family that presented
the largest size in the greenhouse was also the largest in the field, with an average
leaf area of 273 cm?, while the general average of the other families was 184 cm?.
At this stage the plants presented an average of 11.6 leaves. At 20 months (in May),
the plants presented an apparent reduction in their size due to water stress, and
significant differences were observed between families (P<.0001). Regarding the
genetic parameters, very high values of heritability were found at the level of family
averages; For leaf area, was 0.84 in greenhouse and 0.77 in field; The number of
leaves and the physiological variables, also presented high values, greater than
0.55. If the best 20% of the best individuals in the experiment were selected at 14
months, a genetic gain in size of 17.9% would be expected.

Key words: Agave cupreata, quantitative genetics, progenies, growth, reflectance
index, chlorophyll, heritability.
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1. INTRODUCCION

Las plantas del género Agave tienen gran importancia ecoldgica y cultural en los
socio-ecosistemas de México, pais donde existe la mayor riqueza de especies de
este género en el mundo (75%, de acuerdo con Garcia-Mendoza, 2002). Diversas
culturas que se desarrollaron en el territorio del pais los han aprovechado desde
hace mas de diez mil afios (Gentry, 1982). Dentro de los principales productos que
se obtienen de los agaves actualmente tenemos, alimentos, medicinas, materiales
para la construccion y produccion artesanal, fibras, y bebidas alcohdlicas como el
pulque y el Mezcal. La produccion de Mezcal en Michoacéan, es una actividad,
tradicional que tiene una gran importancia como fuente de ingresos en algunas de
las zonas méas marginadas del estado. El Mezcal michoacano se produce
principalmente a partir de Agave cupreata, una especie endémica de Michoacan y
Guerrero. A. cupreata se distribuye en la sierra alrededor de la depresion del Rio
Balsas, entre los 1200 y 1900 m de altitud, en un habitat de selva baja caducifolia.

En este contexto, para la produccién de Mezcal, se requiere cosechar
individuos en estado reproductivo (Aguirre-Rivera et al., 2001; Zizumbo-Villarreal et
al., 2013), lo cual impide la reproduccién sexual y reduce el tamafio de poblaciones.
Esto se traduce en impactos negativos a nivel demografico, ambiental y genético
(Aguirre-Dugua & Eguiarte, 2013; Martinez-Salvador et al., 2005; Martinez-Salvador
et al., 2007; Sanchez-Teyer et al., 2009). Actualmente algunas especies de agaves
estdn consideradas en riesgo, ya que su explotacion se realiza UGnica y
exclusivamente de poblaciones silvestres (Eguiarte et al., 2013). La pérdida de
biodiversidad ocurre a través de la pérdida de especies y alelos. Por lo cual la
disminucién de la diversidad genética en las especies reduce los procesos de
adaptacién a cambios ambientales y afecta su supervivencia a largo plazo, lo cual
incrementa el riesgo de extincién (Huang et al., 2009; Bourguiba et al., 2012).

Con la aprobacién de la denominacion de origen para el Mezcal michoacano,
obtenida en 2012, se abren nuevas posibilidades de comercializacion, por lo que se
prevé que la demanda se incremente en los préximos afios. Anticipando esta
demanda, muchos productores han empezado el cultivo de A. cupreata en
plantaciones comerciales o0 semi-comerciales. Sin embargo, muchas de estas
plantaciones presentan un desempefio decepcionante, con un crecimiento lento y
un bajo contenido de azlcar en las plantas. Parte de este bajo desempefio, se debe
a una falta de evaluacién genética y/o seleccion de las plantas utilizadas para la
plantacién. Ya que muchos productores aplican una seleccion disgénica, en donde
las mejores plantas son cosechadas y las peores se dejan para su reproduccion;
por tal motivo obtienen las semillas de las plantas mas pequefas, no utilizables para
la produccién de Mezcal.



Para que los productores de Mezcal puedan producir materia prima de
manera econémicamente rentable y no tengan que abastecerse de plantas silvestre,
se requiere obtener material genéticamente superior para sus plantaciones.

Para esto, se pueden aplicar técnicas de mejoramiento genético forestal a los
agaves, cuyos objetivos consisten en aumentar la productividad y mejorar la calidad
de las especies que integran los sistemas agroforestales, a través de la
identificacion y desarrollo de poblaciones genéticamente superiores de especies
forestales, y el uso de estas poblaciones como fuentes de semilla (u otro materia
propagativo) para establecer plantaciones mejoradas.

Estas técnicas consisten principalmente en ensayos de progenies, cuyo
objetivo es identificar las progenies que permitan formar plantaciones mejor
adaptadas y mas productivas (Flores et al., 2017).

Por otro lado, es posible que las diferencias de crecimiento entre progenies
de A. cupreata resulten de diferencias en su fisiologia, en particular su capacidad
fotosintética y de adaptacion a diferentes tipos de estrés en campo. En general, los
agaves son plantas, que presentan metabolismo &cido de crasulaceas (CAM)
(Gentry, 1982; Granados, 1999), en el que el CO:2 es absorbido durante la noche y
almacenado en forma de acido malico. Al dia siguiente el CO2 es liberado mediante
la descarboxilacion del acido malico y es suministrado para la formacion de hidratos
de carbono en el ciclo de Calvin; para su asimilaciéon, es utilizada la energia
luminosa captada por la clorofila. Algunas variables susceptibles de ser utilizadas
en ensayos de progenie para identificar diferencias entre estos procesos son, por
ejemplo, el nivel de acumulacién del acido malico al final de la noche, el contenido
de clorofila de la hoja, o su contenido de azUcares solubles.

El objetivo de este proyecto fue identificar las progenies mas sobresalientes
y con mayor potencial para mejoramiento mediante un ensayo de progenies en dos
sitios. Ademas de las variables de crecimiento, se midieron variables fisiol6gicas
para identificar caracteristicas que pudieran estar relacionadas con el crecimiento
de las plantas y que eventualmente pudieran ser usadas como criterios de
seleccion.



2. OBJETIVOS

2.1

. Objetivo general

Evaluar parametros genéticos cuantitativos de variables de crecimiento y
fisiologicas en progenies de medios hermanos de Agave cupreata.

2.2.

2.3.

Objetivos especificos

Identificar las familias mas sobresalientes y con mayor potencial para
mejoramiento con base a la calidad del material producido (tamafio de planta,
biomasa, contenido de azucares y contenido de clorofila).

Evaluar la variabilidad genética entre y dentro de familias de medios
hermanos para estimar parametros genéticos.

Analizar si existe interaccion genotipo-ambiente, y si ésta es importante.
Explorar la relacién entre caracteristicas fisioldgicas y el crecimiento de la
planta.

Hipotesis

Existen genotipos superiores en A. cupreata, cuyas caracteristicas son
heredables.

Parte del desempefio (crecimiento) de las progenies se explica por
caracteristicas fisiolégicas heredables (tales como composicibn en
pigmentos fotosintéticos, forma de las hojas, etc.).



3. ANTECEDENTES

3.1. Los Agaves

Los agaves son un grupo de plantas de gran importancia econdémica y ecoldgica
para México (Gentry, 1982; Eguiarte et al., 2000). El género Agave cuenta con mas
de 160 especies, 75% de las cuales se encuentran presentes en el pais (Eguiarte
et al., 2000). El género Agave es originario de Mesoamérica, distribuyéndose desde
los 34° Latitud Norte hasta los 60° Latitud Sur; coincidiendo en nuestro pais el centro
de origen con el centro de diversidad de especies (Garcia-Herrera et al., 2010).

El género Agave cuyo nombre proviene del griego y significa “noble” o
“admirable”, fue dado a conocer por Carlos Linneo en 1753 (Hauad-Marroquin et
al., 2010). Los esparioles los llamarian maguey, palabra adoptada de su paso por
las Antillas. Los agaves viven entre cinco y sesenta afios, segun la especie, y
pueden producir cientos de flores que ofrecen néctar a insectos, aves y murciélagos
a cambio de polen de otros individuos de su especie (CONABIO, 2009). Los agaves
mantienen relaciones biolégicas y ecoldgicas complejas entre ellos y con otras
especies de plantas y animales, proveyendo multiples servicios ambientales, como
el mantenimiento del suelo y de las poblaciones de polinizadores como los
murciélagos (Colunga-GarciaMarin et al., 2007a).

La mayoria de los magueyes desarrollan sus flores en ramas; otros en
inflorescencia formada por un eje principal alargado llamado espiga, escape o
quiote. Las flores producen las semillas, las cuales son dispersadas por la lluvia y
el viento. Las semillas heredan y mezclan los genes de la planta madre y de la que
proviene el polen. La mayoria de los agaves tienen una forma alternativa de
reproducirse, que es por medio de bulbillos e hijuelos. Los bulbillos se desarrollan a
partir de una yema y los hijuelos son los retofios mas vigorosos, que nacen en el
cuello de la planta. Ambos son clones de la planta que los produjo (CONABIO,
2009).

Los agaves pertenecen a la familia Agavaceae endémica de América
(Calderon & Rzedowski, 2001), la cual se distribuye desde el sur de Canada,
México, Centro América, siguiendo principalmente la cadena montafiosa de los
Andes hasta Bolivia, Paraguay y las Islas del Caribe (Garcia-Mendoza & Galvan
1995). La Republica Mexicana se considera centro de origen de la familia
Agavaceae (Garcia-Mendoza, 1992): siendo un total de 310 especies que la
conforman, de las cuales el 88% de las especies se encuentran en México y un
poco mas del 50% son endémicas (Granados, 1993).

La familia esta integrada por ocho géneros: Agave, Beschomeria, Furcraea,
Hesperaloe, Manfreda, Polianthes, Prochnyanthes y Yucca, (Calderén &
Rzedowski, 2001).



En Michoacan se han registrado ocho especies del género Agave; A.
anguistiarum, A. angustifolia, A. attenuata, A. cupreata, A. hookeri, A. inaequidens,
A. pedunculifera y A. schidigera (Gentry, 1982).

En México los agaves han tenido y tienen una gran importancia econémica y
cultural para numerosos pueblos indigenas y mestizos, que los han aprovechado
durante siglos como fuente de alimento, bebida, medicina, combustible, cobijo,
ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle), abono, construccion de viviendas
y elaboracién de implementos agricolas, entre otros usos. Los magueyes fueron una
de las primeras plantas aprovechadas por los pobladores de Mesoamérica para
alimentarse, de lo cual se hallan restos en cuevas en el valle de Oaxaca, el de
Tehuacan y en Coahuila (Garcia-Mendoza, 2007).

El género Agave ha formado parte de los asentamientos humanos en México,
sobre todo en aquellas regiones de sequia extrema, donde existen evidencias de
hace mas de 5,000 afios, que han servido de alimento, medicina y vestido (Gentry,
1982).

La extraccion de bebidas alcohdlicas, ha permitido el desarrollo de la
Industria con la produccion de Tequila en Jalisco, el Bacanora en Sonora, el Mezcal
en Oaxaca y en otros estados de la Republica Mexicana (Gentry, 1982; Garcia—
Mendoza, 1992).

La utilizacién de los agaves se remonta a hace mas de 10,000 afios, cuando
los pueblos recolectores-cazadores de Meso y Aridamérica empezaron a cocer los
quiotes y cabezas de los agaves en hornos de piso para preparar el mexcalli,
alimento nutritivo que al conservarse por varios dias aliviaba la necesidad de buscar
comida para el plazo inmediato, permitiéndoles a la vez disponer de mayor tiempo
para realizar otras actividades (llisley et al., 2009). El uso de los magueyes en
México es amplio, son utilizados como alimento humano y del ganado, como materia
prima para producir bebidas fermentadas (pulque), destiladas (Mezcal, Tequila,
Bacanora), como medicamento (insulina y esteroides), mieles, jarabes, levadura,
condimento para la barbacoa, fructosa; material para la construccién, cepillos para
lavar, escobas, canastas, recipientes, las hojas secas se utilizan como combustible
domeéstico, las fibras obtenidas de las hojas de algunas especies de agave (A.
fourcroydes, A. lechuguilla, A. sisalana), son utilizadas para producir cuerdas,
sacos, artesanias, tapetes, tejer objetos, para producir papel; cobertura viva para la
retencién del suelo y sustratos entre muchos otros usos (Nobel, 1988; Nobel, 1998;
Ruvalcaba & Rodriguez, 2002; Pardo, 2005; Colunga-GarciaMarin et al., 2007b;
Berumen-Barbosa, 2009; Garcia-Herrera et al., 2010).



3.2. Agave cupreata

Agave cupreata Trel & Berger, es una planta endémica de la depresion del Rio
Balsas, la cual es utilizada en la elaboracion de Mezcal de forma artesanal y rustica.
Para la elaboracion del mezcal se cortan las pifias antes de la floracion, el Mezcal
se obtiene del cocimiento del tallo (pifia) del agave, la fermentacion y la destilacion.
El nombre de A. cupreata responde al color cobre de sus espinas (Gentry, 1982).

Se considera una planta, semélpara, es decir, que solo produce una
inflorescencia en su vida (Eguiarte et al., 2000), caulescente, solitaria y dispersa
gue crece en forma de roseta la cual puede medir 1 m de alto por 80 cm de ancho,
sus medidas pueden variar de acuerdo al sitio donde crezca. Su tallo es grande y
carnoso. Las hojas son anchas, ampliamente lanceoladas u ovadas con una
longitud de 40 a 80 cm y un ancho de 18 a 20 cm y estrechas, planas o ligeramente
concavas en la base, de color verde brillante, carnosas, el margen ampliamente
crenado, mamilado, con poca fibra, las espinas son agudas, dimorficas, fuertemente
aplanadas, de color cobrizo a gris, de 10 a 15 cm de largo y separada de 3 a 6 cm;
panicula de 4 a 7 m de altura, ancha, sus flores son de color amarillo, protandricas,
dicogamicas, con 380 Ovulos en promedio, cada escapo presenta de 13 a 17
umbelas. Cada umbela tiene aproximadamente 120 flores, de las cuales solo 30 de
ellas se transforman en fruto (Garcia, 2004). Los frutos son capsulares alargados
con tres cavidades donde se localizan las semillas (Gentry, 1982). Cada fruto
produce alrededor de 380 semillas y de estas, solo el 30% son viables, es decir 114
semillas aproximadamente. En total, un individuo de A. cupreata produce 60,480
semillas viables que se liberan cuando los frutos se abren poco a poco por las lineas
de dehiscencia cuando son desecados por el sol. No obstante, solo el 10% tienen
la oportunidad de germinary llegar a la madurez (Garcia, 2004). Las semillas tienen
forma discoidal, de testa negra y delgada, y son dispersadas por el viento. Sus
polinizadores son abejas, mariposas nocturnas, avispas, colibries y murciélagos
(Gentry, 1982).

Florece entre los meses de Enero a Marzo (Eguiarte et al., 2003), aunque
Aguirre (2004), reporta floracion en el mes de Octubre. Tarda entre 7 y 15 afios en
llegar a la madurez sexual (llisley et al., 2007). Después de la floracion la planta
muere.
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Figura 1. Plantacion de A.cupreta en el rancho

3.2.1. Clasificacion taxondémica de Agave cupreata
Posicién taxondmica de A. cupreata Trel. & Berger (Gentry, 1982).

- Divisién: Magnoliophyta

- Clase: Liliopsida (Monocotiledéneas)

- Subclase: Liliales

- Familia: Asparagaceae

- Subfamilia: Agavoideae

- Grupo: Crenatae

- Geénero: Agave

- Subgénero: Agave

- Especie: Agave cupreata Trel. & Berger

Nombre comun: Maguey Chino en Michoacan y Maguey Papalote en Guerrero.



3.2.2. Distribucion del Agave cupreata

A. cupreata Trel & Berger, es una planta endémica del suroccidente de México, en
los estados de Michoacéan y Guerrero. La especie se distribuye en las laderas de la
depresion del Rio Balsas entre 1200 y 1900 m, en la transicién entre el bosque
tropical seco a los encinares y en bosques de pino-encino, donde forma poblaciones
aisladas (Gentry, 1982; Martin et al., 2011). Con las georeferencias de algunas
poblaciones silvestres y el Modelo Maxent 3.3.3k (Phillips et al., 2006), se maped
las distribuciones potenciales de la especie (Figura 2) (Martinez-Castro et al., 2015).
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Figura 2. Distribucion potencial de A. cupreata en los municipios de Michoacan. Los
lugares de distribucion natural estan integrados en el sitio de la distribucién potencial que
se registra en color rojo mas intenso con una mayor probabilidad de ocurrencia (0.6-0.8).

Fuente: Martinez-Castro et al., 2015.

3.2.3. Aspectos fisioldgicos de Agave cupreata

En general, los agaves son plantas perennes, suculentas, fibrosas, que presentan
metabolismo acido de crasulaceas (CAM) (Gentry, 1982; Granados, 1999).

De acuerdo con Barcelé et al., (1995), la fisiologia vegetal estudia el
funcionamiento de las plantas y los procesos que tienen lugar en el desarrollo y
comportamiento de las plantas; estudia los mecanismos internos mediante los
cuales realizan sus multiples y complejos procesos de sintesis quimica y la forma
en que se integran estos mecanismos; también se ocupa de los factores climaticos
del medio y su interaccion con las plantas. Por tal motivo es indispensable conocer
algunos mecanismos para poder entender el comportamiento de A. cupreata.



3.3. Fotosintesis

La fotosintesis es un proceso por el cual la planta convierte dioxido de carbono
(CO2) en azucares. La energia necesaria para completar este proceso proviene de
la luz, la cual es absorbida por los pigmentos (clorofilas primarias y carotenoides).
Los electrones para este proceso provienen del agua, cuya molécula es
descompuesta en oxigeno y protones mediante la fotdlisis, produciendo un poder
reductor en la forma de nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato (NADPH) (Lopes
et al., 2013).

El balance de todas las reacciones que ocurren en la fotosintesis podrian ser
descritas de la siguiente manera:

6CO2 + 6H20 = Energia luminica -2 CsH1206 + 602

Dioxido de carbono + Agua Carbohidrato + Oxigeno

En las plantas pueden distinguirse tres modelos fotosintéticos (C3, C4 y
CAM) de acuerdo con las caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas y bioquimicas
especificas de cada grupo (Taiz & Zeiger, 2002).

La fotosintesis C3 (ciclo C3 o de Calvin-Benson) se realiza en los cloroplastos
de todas las plantas con el uso de la enzima ribulosa 1, 5- difosfato carboxilasa
(rubisco) como catalizador de la reaccion del CO2zcon la ribulosa 1, 5-difosfato, y se
llama asi porque se producen dos moléculas de tres carbonos. La fotosintesis C4
se presenta en plantas con una anatomia foliar llamada ‘Kranz’, caracterizada por
tener células del mesdéfilo que rodean a las células que envuelven al haz vascular,
en un arreglo en forma de corona. En el citoplasma de las células del mesdfilo el
CO:es ligado al aceptor fosfoenol piruvato (PEP, siglas en inglés) con el uso de la
enzima fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC) y se producen compuestos de cuatro
carbonos, los cuales son transportados a los cloroplastos de las células que
envuelven el haz vascular, donde se realiza el ciclo C3 (Taiz & Zeiger, 2002;
Larcher, 2003). A diferencia de la fotosintesis C3 y C4, en la fotosintesis CAM las
plantas fijan el CO2principalmente por la noche con el uso de la enzima PEPC, pero
el producto de la reaccion de cuatro carbonos se almacena en vacuolas; luego,
durante el periodo de luz consecutivo se asimila el COzen los cloroplastos por el
ciclo C4 (Taiz & Zeiger, 2002; Larcher, 2003).

El metabolismo acido de las crasulaceas (CAM, siglas del nombre en inglés)
es un ejemplo de adaptacion al estrés ambiental y se presenta en plantas de sitios
con periodos de escasa disponibilidad de agua o de CO2 (Andrade et al., 2007).
Aproximadamente 7% de las plantas vasculares presentan la fotosintesis CAM (que
incluye plantas del desierto, entre ellas los agaves; plantas acuaticas y epifitas), un



porcentaje mucho mayor que el de las plantas con la fotosintesis C4 (aprox. 1%)
(Nobel, 1991; Winter & Smith, 1996).

La fotosintesis CAM consiste en los siguientes pasos metabolicos (Winter &
Smith, 1996):

e Porlanoche: (1) Formacion del aceptor primario del CO2, fosfoenol-piruvato
(PEP) a partir de carbohidratos no estructurales en las células fotosintéticas;
(2) fijacion del COzpor la enzima PEP carboxilasa (PEPC) en el citosol y
sintesis del &cido malico; (3) almacenaje del &cido malico (como ion malato)
en la vacuola central de las células fotosintéticas.

e Durante el dia: (1) Liberacion del malato de la vacuola hacia el citosol; (2)
descarboxilacion del malato en el citosol, liberacion de CO:2y formacion de
compuestos de tres carbonos (piruvato o PEP); (3) asimilacién del CO:2
liberado en los cloroplastos por la enzima rubisco, seguida por el ciclo de
Calvin-Benson y la regeneracion de carbohidratos de almacén o
gluconeogénesis.

La fotosintesis C4y la CAM son los mecanismos que han surgido en la
evolucion de las plantas para disminuir la pérdida de energia asociada a la
fotorespiracion (Griffiths, 1989; Leegood, 2002; Luttge, 2002; Keeley & Rundel,
2003; Giordano et al., 2005). Ambos tipos de fotosintesis utilizan la PEPC para fijar
el CO2, pero ademas esta enzima se encuentra en todas las células vegetales
realizando funciones relacionadas con la sintesis de aminoacidos y regulacion del
pH (Hausler et al., 2002; Nimmo, 2003). En patrticular, las células estomaticas tienen
una alta concentracion de PEPC y vacuolas de gran tamafio (otra de las
caracteristicas comunes en plantas CAM), por lo que se ha planteado que la
evolucion del CAM surge cuando los caracteres expresados en los estomas se
presentan en las células del meséfilo (Cockburn, 1981, 1985). De esta manera, el
desarrollo de la fotosintesis CAM no involucra la creacién de nuevos genes, sino
modificaciones en la regulacién de los genes existentes (Griffiths et al., 2002;
Nimmo, 2003).

Los estudios sobre las respuestas fisiologicas de las plantas CAM al
ambiente han sido realizados principalmente en miembros adultos de tres familias:
Agavaceae, Bromeliaceae y Cactaceae (Nobel, 1988; Benzing, 1990; Winter &
Smith, 1996; Zotz & Hietz, 2001; Andrade et al., 2004; Littge, 2004; Andrade et al.,
2007) y la mayoria son estudios a corto plazo con plantas de zonas aridas. Es
necesario poner mayor atencion en la fisiologia ambiental de muchas otras especies
CAM desde la germinacion, hasta la via fotosintética de las plantulas y la
supervivencia de los individuos en diferentes microambientes (Schmidt et al., 2001,
Zotz & Hietz, 2001; Andrade et al., 2004; Ayala-Cordero et al., 2006; Cervera et al.,
2006; Méndez et al., 2006; Hernandez-Gonzalez & Briones-Villareal, 2007).
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Al considerar que las plantas CAM frecuentemente se encuentran en zonas
aridas y semiéridas, o como las epifitas, en microambientes limitados por una baja
disponibilidad de agua o temperaturas extremas, se podria pensar que su
productividad es sustancialmente baja. Sin embargo, debido a que estas plantas
fijan CO2 durante la noche y algunas especies también lo hacen durante el dia,
cuando las condiciones ambientales son buenas, su productividad neta por dia o
por cosecha puede ser comparable a las de especies agricolas C3 y C4 (Nobel,
2005).

Para que la energia luminosa pueda ser utilizada por los seres vivos, debe
ser absorbida por los pigmentos fotosintéticos. Estos pigmentos son sustancias
capaces de absorber la luz, en determinadas longitudes de onda, por ejemplo, la
clorofila es el pigmento que le da el caracteristico color verde a las plantas, absorbe
la luz en longitudes de onda correspondientes al violeta, al azul y al rojo, reflejando
la luz verde (Azcon & Talon, 1993).

Como ya se mencioné la clorofila a es el pigmento relacionado de forma
directa con la conversién de energia luminosa en energia quimica. Sin embargo,
también se encuentra otro tipo de clorofila, la clorofila b y los pigmentos
denominados carotenoides, los cuales son rojos, anaranjados o amarillos, que en
las hojas verdes se enmascaran por la abundancia de clorofilas. Estos pigmentos
accesorios a la clorofila, le permiten a las plantas absorber una gama mas amplia
del espectro de luz disponible para realizar fotosintesis, actuando como receptores
que transfieren energia. Existe igualmente la clorofila ¢, que se halla en algas
pardas. En algas rojas se ha encontrado clorofila d. Finalmente hay un tipo de
clorofila (bacterioclorofila) que es el pigmento de las bacterias fototréficas (Cogua,
2011).

3.4. Radiometria espectral como método de medicion de la clorofila

La radiometria espectral es el estudio de la radiacion electromagnética y su
interaccidén con la materia, como una funcién de la longitud de onda. El espectro
electromagnético comprende un infinito rango de posibles frecuencias de radiacion
electromagnética. Por lo tanto, el espectro electromagnético de un objeto, tal como
una hoja del dosel de un cultivo, es la distribucion caracteristica de la radiacién
electromagnética emitida, o absorbida, por ese objeto en particular (Mullan, 2013).

La radiometria espectral del dosel de un cultivo es obtenida de las mediciones
de la radiacion reflejada. La habilidad para detectar la radiacién reflejada se deriva
del hecho de cuando una sola onda de luz colisiona con un material, esta es
restringida a tres procesos fisicos. Puede ser reflejada desde la superficie,
absorbida por el objeto, o transmitida a través del objeto (Mullan, 2013).
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La reflectancia espectral de las hojas a diferentes longitudes de onda produce
una firma espectral Unica que es influenciada por las propiedades épticas de la
planta. Los pigmentos en las hojas absorben fuertemente la luz en la region de la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR, acronimo del inglés Photosynthetic Active
Radiation) del espectro electromagnético, pero no en la region del infrarrojo cercano
o NIR (acrénimo del inglés Near Infrared Radiation) (750nm — 2500nm) (Knipling,
1970). Esto da como resultado una reflexion de radiacion menor en el PAR
comparado con la regién NIR del espectro. Por ejemplo, las clorofilas ay b (Chla'y
Chib), que estan presentes en las hojas verdes, absorben fuertemente la luz en la
region roja (RED) del espectro (=690nm), mientras las paredes -celulares
fuertemente dispersan (reflejan y transmiten) esta luz en la regién NIR (=850nm) del
espectro (Figura 3) (Mullan, 2013).
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Figura 3. Ejemplo de espectro de reflectancia de un espectro-radiometro, con regiones
espectrales claves e indices marcados. El espectro ha sido obtenido de dos doseles de
trigo con (A) alta biomasa, y (B) baja biomasa. Fuente: Reynolds et al., 2013.

Esto genera un contraste de absorcion entre estas dos regiones espectrales,
gue pueden ser representadas por varios indices. Los espectros que son reflejados
por el dosel de las plantas proveen informacion que puede ser usada para
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determinar un rango de parametros, que pueden incluir una estimacion de la
biomasa verde, tamafio fotosintético del dosel, la cantidad de PAR absorbida por el
dosel y su potencial fotosintético (Wiegand & Richardson, 1990; Baret & Guyot,
1991; Price & Bausch, 1995; Araus et al., 2001; Reynolds et al., 2001).

El estado fisiolégico del dosel puede ser medido también mediante la
reflectancia espectral. Las medidas de reflectancia pueden ser utilizadas para
evaluar los efectos de la deficiencia de nutrientes y estreses medioambientales
mediante estimaciones de la concentracion de clorofila y carotenoides, la eficiencia
del uso de la radiacion fotosintética (RUE) y el contenido de agua (Pefiuelas et al.,
1993; Pefiuelas et al., 1995a; Pefiuelas et al., 1995b; Araus et al., 2001; Reynolds
et al., 2001; Babar et al., 2006; Prasad et al., 2007).

3.4.1. indices de reflectancia

Los indices de reflectancia espectral son indicadores numéricos que usan
longitudes de onda especificas o bandas del espectro electromagnético, para
relacionar cuantitativamente los cambios en la reflectancia espectral con los
cambios en las variables fisioldgicas. Los indices tienen la ventaja de resumir una
gran cantidad de informacion en unos cuantos valores numeéricos, los cuales pueden
ser evaluados simultdneamente en cada muestra. Estas cualidades hacen ideal el
uso de los indices de reflectancia espectral para evaluar grandes conjuntos de
germoplasma de acuerdo a sus respuestas fisiologicas al estrés.

Para mejorar la interpretacion, el espectro electromagnético muestreado por
un espectrometro de campo puede ser separado en tres regiones:

I.  Regidén de la luz visible (VIS) — que abarca la regién de 350 nm hasta 750 nm
del espectro que contiene Chla y Chlb, carotenos y pigmentos xantéfilos.

Il.  Infrarrojo Cercano (NIR) — que abarca el espectro de la longitud de onda entre
750 nmy 1350 nm y es afectado por la estructura interna de la hoja.

lll.  Infrarrojo de onda corta — que abarca la region de 1350 nm hasta 2500 nm
del espectro que es influenciada en pequefio grado por la estructura de la
hoja, pero es altamente afectada por la concentracion de agua en el tejido de
la hoja, con bandas de fuerte absorcién entre 1450 nm y 1950 nm.

La aplicacion de los indices de reflectancia espectral es un medio practico
para adoptar la seleccion de los rasgos fisiolégicos dentro del fitomejoramiento de
cultivos y de programas de investigacion. Estas tecnologias son capaces de
identificar los mejores genotipos en materiales de generacion temprana, antes de
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gue se lleven a cabo costosos ensayos de rendimiento (Reynolds et al., 1999), y
mejorar la seleccion de lineas ya superiormente avanzadas.

El prospecto del futuro fitomejoramiento genético, a través de la utilizacion de
la radiometria espectral para identificar y rastrear rasgos fisioldgicos, provee de
nuevas oportunidades y de diversidad genética a los programas de fitomejoramiento
para el incremento del potencial de rendimiento y para mejorar la respuesta de los
cultivos al estrés (Knipling, 1970; Shorter et al., 1991).

Los indices de vegetacion son usados para estimar el tamafio fotosintético
de un dosel, y estan basados en la reflectancia espectral en las regiones RED y NIR
del espectro electromagnético. La vegetacion saludable absorbe la mayor parte de
la luz visible que incide sobre ella, mientras que refleja la mayoria de la luz NIR. A
la inversa, la vegetacién no saludable o escasa, absorbe sélo una pequefia parte de
la luz visible y gran parte de la luz NIR (Araus et al., 2001). Por lo tanto, mientras
mayor sea la diferencia entre la reflectancia NIR y RED, mayor es la vegetacion
presente en la muestra. Estas respuestas espectrales caracteristicas pueden ser
usadas para determinar el comportamiento de las plantas mediante el desarrollo de
indices que sean sensibles a longitudes de onda especificas. Los indices de
vegetacion pueden ser usados para estimar indices de area foliar (LAI, acrénimo
del inglés Leaf Area Index), biomasa verde y muchos mas (Wiegand & Richardson,
1990; Baret & Guyot, 1991; Price & Bausch, 1995; Araus et al., 2001).

Entre los indices de vegetacibn mas comunmente usados estan el radio
simple (SR) (Jordan, 1969) y el indice de vegetacion de diferencia normalizada
(NDVI, acrénimo del inglés Normalized Difference Vegetation Index) (Rouse et al.,
1973; Araus et al., 2002). ElI SR es un indice simple que divide la reflectancia NIR
entre la reflectancia RED, mientras que el NVDI es un indice normalizado que
cuenta por cambios en la radiacion incidente. Un indice normalizado facilita las
comparaciones entre mediciones tomadas bajo diferentes condiciones de luz,
donde las mediciones hechas bajo radiacién incidente alta (e.g. a pleno sol) podrian
tener mayores valores (mayor diferencia absoluta entre la reflectancia de RED y
NIR) que aquellos tomados bajo poca radiacion incidente (e.g. cielo nublado).

Los indices de reflectancia espectral fueron desarrollados para medir la
concentracion de los pigmentos en hojas, como la clorofila y los carotenoides. Hay
muchas longitudes de onda de reflectancia que son sensibles al contenido de
clorofila. La reflectancia espectral a 675 nm es muy sensible a los cambios en el
contenido de clorofila, pero esto limita su uso a sé6lo unas muestras con
concentraciones muy bajas de clorofila (<10 ug cm?) (Araus et al., 2001).

La estimacion del contenido de clorofila a partir de la reflectancia del dosel
provee una medicion integrada a través de todas las hojas del dosel, con los
beneficios afiadidos de medicion de parametros adicionales, tales como el
contenido de otros pigmentos, el estado hidrico y el tamafio del dosel (Mullan, 2013).
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La posicion del ‘borde rojo’ puede ser usada para estimar el contenido de
clorofila del dosel y de la hoja en un rango de concentracion mas grande y mas
amplio que 675 nm y 550 nm. La posicion del borde rojo (REP, acronimo del inglés
Red Edge Position) se refiere a la longitud de onda especifica donde el cambio en
la reflectancia llega a su maximo con el aumento de la longitud de onda desde RED
hacia NIR, y se encuentra en la region de 680 — 780 nm del espectro. Con el
incremento del contenido de clorofila, la REP cambia a longitudes de onda mas
largas y puede usarse para derivar indices tales como la longitud de onda del borde
rojo (Ae), la méxima amplitud en la primera derivada del espectro de reflectancia
(dRe), y la suma de las amplitudes entre 680 nm y 780 nm en la primera derivada
del espectro (ZdReso-7s0) (Araus et al., 2001).

3.5. Genética cuantitativa

La genética cuantitativa es la rama de la genética que estudia los caracteres
controlados por muchos genes (poligénicos), e influenciados por el ambiente, por lo
cual, muestran una variacion continua (distribuciéon normal). Estos caracteres
cuantitativos pueden ser medidos en los individuos, y generalmente son de interés
econoémico en la produccion (Pierce, 2009).

Es posible afirmar, que la genética cuantitativa es un grupo de técnicas
usadas para estudiar la variacion en caracteres morfolégicos, fisioldgicos o
conductuales que sigan un patrén de distribucion continua (Silva, 2001). Es
importante reconocer que los métodos de la genética cuantitativa no han sido
concebidos para identificar genes o genotipos individuales, sino que se concentran
en predicciones estadisticas basadas en grupos de individuos (Pierce, 2009).

Para los caracteres que se distribuyen de manera continua, la intensidad del
parecido (semejanza) entre los padres y sus descendientes se conoce dentro de la
terminologia genetista como la varianza genética aditiva (Falconer & Mackay, 1989).
Es aditiva porque es el resultado de la adicion de varios genes que codifican para
determinar la variacion individual fenotipica de algun caracter en particular (Silva,
2001).

3.5.1. Caracteres cuantitativos

Muchos caracteres varian de manera continua a lo largo de una escala de medicion
con muchos fenotipos superpuestos. A estos caracteres continuos, también se
denominan caracteres cuantitativos, porque el fenotipo de un individuo debe
describirse utilizando una medida cuantitativa. Por ejemplo peso, tamafio,
rendimiento, contenido de azucares, etc.
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Los caracteres cuantitativos surgen a partir de fenomenos. En primer lugar,
muchos de ellos son poligénicos (estan influidos por genes en muchos loci). Si
participan muchos loci, existen muchos genotipos posibles, cada uno capaz de
producir un fenotipo ligeramente diferente. En segundo lugar, los caracteres
cuantitativos aparecen con frecuencia cuando los factores ambientales afectan el
fenotipo, porque las variaciones ambientales, determinan que un Unico genotipo
genere un rango de fenotipos. Los caracteres que varian en forma mas continua
son tanto poligénicos, como influidos por factores ambientales (Pierce, 2009).

3.5.2. Interaccidn genotipo - ambiente

La interaccion genotipo por ambiente (I G*A), es frecuentemente descrita como la
inconsistencia del comportamiento entre genotipos desde un ambiente a otro, es
decir, es la respuesta diferencial de los genotipos a diversos ambientes,
demostrandose que una gran interaccion genotipo por ambiente reduce el progreso
genético durante la seleccion (Magari & Kang 1993; Lozano-del-Rio et al., 2009;
Salazar, 2014).

3.5.3. Heredabilidad

La heredabilidad es la proporcion de la varianza fenotipica que es originada por
varianza genética aditiva. En otras palabras, es la cantidad de variacion fenotipica
gue puede atribuirse a la variacién genética y no a la variacion ambiental (Falconer
& Mackay, 1989). Por ser una proporcion, toma valores de 0 a 1. La heredabilidad
es una propiedad de las poblaciones y no de los individuos, y se estima como un
pardmetro estadistico.

Si la mayoria de la variacion del caracter es de origen genético, entonces los
descendientes de los padres seran muy parecidos entre si y la heredabilidad sera
algo muy cercano a uno (cerca del 100% de la variacion tiene una base genética).
Por el contrario, si la mayoria de la variacion de un caracter es ambiental, entonces
los descendientes no serdn muy parecidos entre si y la heredabilidad ser&a algin
valor cercano a cero (Silva, 2001).

Existen dos formas de ver la heredabilidad: en un sentido amplio y en un
sentido estricto (Falconer & Mackay, 1989). La heredabilidad en el sentido amplio
es la proporcion de la varianza genética sobre la varianza fenotipica total. La
heredabilidad en el sentido estricto es la proporcion de los factores genéticos
aditivos sobre la varianza total.

Un concepto muy importante es que la unidad de seleccion no
necesariamente tiene que ser el arbol individual. Frecuentemente se selecciona
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entre familias enteras; en este caso la unidad de seleccion es la familia, y el criterio
de seleccién es el promedio de la familia (Cornelius, 1996).

En la seleccion familiar, la varianza genotipica aditiva que se emplea como
numerador de la heredabilidad no es la varianza genotipica aditiva total de la
poblacion, sino la varianza genotipica aditiva que existe entre los promedios de las
familias, es decir, 0.25 o0%A. De acuerdo con Falconer & Mackay (1989), la
polinizacion libre genera familias de medios hermanos por arbol, por lo que el
componente de varianza de familias (02 1), representa ¥ de la varianza genética
aditiva (0°a). Esta aseveracion supone que los padres no estdn emparentados y que
la endogamia es cero. Esto por lo general no se cumple en especies forestales, ya
que la correlacion interclase de hermanos obtenidos por polinizacion libre
generalmente es mayor a % (Squillace, 1974), lo que generaria una sobreestimacion
de la varianza aditiva (o2a), y por lo tanto de la heredabilidad y de las ganancias
genéticas esperadas (Namkoong, 1966). Por lo anterior, en ciertos casos, se emplea
un coeficiente de determinacién genética de 3 para el célculo de la varianza genética
aditiva, suponiendo que la correlaciébn genética entre hermanos obtenidos por
polinizacion libre es de 0.33 (Farfan et al., 2002). Con los componentes de varianza
obtenidos mediante andlisis estadisticos, se estiman las heredabilidades en sentido
estricto, tanto a nivel individual (h?%), como de las medias de familia (h%), con las
siguientes ecuaciones:

h2i =30% / (0% + 0% + 0%),
h?: =02 | [0% + (0% | b) + (0% | b*n)]
Donde:

- h% = Heredabilidad individual en sentido estricto

- h?% = Heredabilidad de familia en sentido estricto

- 0% = Varianza de familia

- 0%+ = Varianza de la interaccion bloque por familia

- 0% = Varianza del error

- b = Numero de bloques

- n =Nudmero de individuos por familia en cada bloque.

De la misma manera, la varianza fenotipica en el denominador, es la varianza
entre los promedios de las familias. Se da entonces, que para el mismo ensayo de
descendencias de medios hermanos, es posible calcular dos heredabilidades para
la misma caracteristica: heredabilidad individual y heredabilidad de familia. Las
heredabilidades familiares son mas altas para una caracteristica dada que la
heredabilidad individual para la misma caracteristica en la misma poblacion (a
menos que h?=1). Sin embargo, siempre hay menos variacion entre los promedios
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de familias que entre los de arboles individuales, y por lo tanto, es mas dificil lograr
un diferencial de seleccion alto entre promedios. A veces se refiere a la seleccion
entre familias como seleccidn genotipica, por que el promedio de una familia estima
su valor genotipico (Cornelius, 1996).

3.6. Mejoramiento genético forestal

El mejoramiento genético forestal, se define como la identificacion y desarrollo de
poblaciones genéticamente superiores de especies forestales, y el uso de estas
poblaciones como fuentes de semilla (u otro materia propagativo) para establecer
plantaciones mejoradas. El término “poblaciones genéticamente superiores” se
refiere a poblaciones con caracteristicas genéticas tales que, la semilla o el material
vegetativo procedente de ellas, produzca individuos mejores en cuanto a una 0 mas
caracteristicas relacionadas con la calidad del producto final (Cornelius, 1994).

El principal objetivo del mejoramiento genético forestal es aumentar la
productividad y mejorar la calidad de los arboles o especies que integran los
sistemas agroforestales.

3.6.1. Productos forestales no maderables

Los Recursos Forestales No Maderables (RFNM) son las especies vegetales de las
zonas forestales susceptibles de aprovechamiento, en funcion de su posible utilidad
(Martinez et al., 2016). Los Productos Forestales No Maderables (PFNM), se
refieren a cualquier parte de dichas especies que esta siendo aprovechada, a través
de su extraccion o por el servicio ambiental que presta (Wong et al., 2001).

Los estudios sobre los PFNM son escasos. La Comision Nacional Forestal
(CONAFOR, 2010) realiz6 un catalogo de las especies no maderables de mayor
importancia en México, entre estas, se encuentran especies del género Agave.

Los PFNM de climas aridos y semiaridos mas importantes son: la lechuguilla,
candelilla, orégano, sotol, yuca, agave, jojoba, gobernadora y cortadillo (Zamora et
al., 2001).

3.6.2. Clases y fuentes de variacion

La apariencia de un arbol (el fenotipo) es el resultado de la accidon conjunta de su
constitucion genética (genotipo) y del ambiente en el que se ha desarrollado (White
et al., 2007). Resulta entonces que las diferencias que observamos entre los arboles
de una especie (variacion fenotipica) tienen dos origenes: la variacién causada por
las diferencias ambientales (variacibn ambiental) y la variacion causada por
diferencias genéticas (variacion genética) (Cornelius, 1994).
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La variacion fenotipica es determinada por la varianza genética aditiva y por
la varianza genética no aditiva. Esta Ultima corresponde a la varianza fenotipica
individual causada por el ambiente, donde nada tienen que ver los efectos aditivos
de los genes. Esta varianza ambiental comprende toda la variacion de origen no
genético, que puede tener una gran variedad de causas y su naturaleza depende
del caracter y del organismo en estudio (Falconer & Mackay, 1989). En general, la
varianza ambiental es una fuente de error que reduce la precision de los estudios
genéticos (Arilla, 1998).

La base a partir de la cual se desarrollan los programas de mejoramiento
genético, es la gran variacion natural existente en los rasgos econémicamente
importantes de la mayoria de las especies forestales (Flores et al., 2017). Esta
variacion es producto de las diferencias ambientales, las diferencias genéticas y las
interacciones entre el ambiente y los genotipos (Moreno et al., 1986; Zobel &
Talbert, 1988).

3.6.3. Ensayos de progenies

Las progenies corresponden al grupo de individuos descendientes de un progenitor;
también pueden ser llamadas familias o descendencia (Cornelius, 1994).

El principal objetivo practico de los ensayos de progenie es localizar, del
modo mas rapido y econdmico posible, las progenies que permitan formar bosques
mejor adaptados y mas productivos. Los ensayos de progenie consisten
basicamente en producir plantas en vivero y establecerlas en campo, para comparar
el crecimiento de las progenies de arboles seleccionados bajo un disefio
experimental determinado (Flores et al., 2017).

La aplicacion de técnicas estadisticas como el analisis de varianza, permite
separar la variacion dada por las diferencias genéticas, las ambientales y las que
resultan de la interaccibn entre ambas. Por lo tanto, es posible calificar
objetivamente a los progenitores y/o a la progenie misma (Flores et al., 2017).

Antes de iniciar programas de reforestacion y un programa de mejoramiento
genético forestal en si, es importante desarrollar pruebas de
progenies/procedencias, ya que las diferentes progenies/procedencias no
necesariamente se comportan igual en ambientes diferentes, fendbmeno comun
denominado interaccién genotipo-ambiente, sobre todo en especies de distribucion
natural muy amplia (Mesen, 1994a).
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Los objetivos principales de las pruebas de progenies implican las siguientes
actividades (Flores et al., 2017):

1) Identificar las progenies mas sobresalientes en términos de volumen, forma
y calidad del material producido, y capacidad para produccion sostenida
(adaptacion fisioldgica al sitio).

2) Determinar si existen interacciones genotipo-ambiente.

3) Si las interacciones son importantes, identificar las mejores progenies para
cada sitio.

4) ldentificar las progenies con mayor potencial para mejoramiento mas
avanzado y producir material de seleccion para construir la poblacion de
mejoramiento.

5) Conocer los patrones de variacién genética entre poblaciones de la especie.

A nivel procedencia se seleccionan arboles de manera fenotipica, en este
sentido, implica probar la descendencia, si esta es superior demuestra que Su
apariencia superior en el rodal era intrinseca (genética) y no debido a factores
externos, estas pruebas se llaman pruebas de progenies, de descendencia o de
familias, las cuales se establecen bajo un disefio experimental adecuado que
garantice que las diferencias observadas entre las descendencias sean
mayormente genéticas (Flores et al., 2017). El disefio de bloques completos al azar,
es el mas utilizado en pruebas de progenies y procedencias (Burley & Wood, 1979).
Una vez que se determina cudles son los padres genéticamente superiores, se
convierten en arboles elite y son los que finalmente se utilizan para la produccion
de semilla mejorada en los huertos clonales (Mesen, 1994b).

Por lo tanto los objetivos de las pruebas de progenie implican (Saenz &
Plancarte, 1991):

1) Promover informacién para evaluar a los progenitores y realizar aclareos
genéticos de los huertos semilleros.

2) Estimar parametros genéticos.

3) Producir una poblacién para la seleccion de generacion avanzada. Esto
implica la conversion de una prueba de progenie en huerto semillero sexual
o de plantulas una vez concluido el periodo de evaluacién (Mesen, 1994b).

4) Estimar directamente la ganancia genética obtenida.

5) Producir semilla.
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3.6.4. Respuesta a la seleccién y ganancia genética

El cambio producido por la seleccion que mas nos interesa es el cambio de la media
de la poblacién. Esta es la respuesta a la seleccion, que es simbolizada por R; es la
diferencia entre el valor fenotipico medio entre la descendencia de los padres
seleccionados y la totalidad de la generacidon parental antes de la seleccion
(Falconer & Mackay, 1989); es decir, mide el grado de mejora que se ha logrado en
un cardcter a lo largo del ciclo de seleccién.

La medida de la seleccion aplicada es la superioridad media de los padres
seleccionados, que se denomina diferencial de seleccion, y es simbolizada por S
(Falconer & Mackay, 1989).

La respuesta a la seleccion es medida a través de la ganancia genética, que
a su vez, es una funcion de la intensidad de seleccion (i), de la desviacion estandar
(0) y de la heredabilidad del caracter (h?).

21



4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Establecimiento del experimento

El experimento se establecié de manera simultanea en dos sitios con diferentes
caracteristicas (elevacion sobre el nivel del mar, temperatura, luminosidad), para
determinar el efecto del ambiente sobre las diferentes progenies del experimento.

1. El primer sitio se ubica en las instalaciones del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales, en el municipio de Tarimbaro Michoacéan, con
coordenadas geograficas: 19.7681622, - 101.1513041. Elevacién 1860 m.

2. El segundo sitio se ubica en un predio de la localidad de Arroyo Colorado,
en el municipio de Morelia, Michoacan; con coordenadas geograficas:
19.5947343, - 101.2557329. Elevacion 2080 m.

Ambos sitios, cuentan con invernaderos tipo tunel con las mismas
caracteristicas: cubiertos con malla antiafidos color blanca, que proporciona un 20%
de sombra, y permite conservar una temperatura uniforme dentro del invernadero,
y a su vez, una buena ventilacion. El suelo esta recubierto con malla anti hierba
“ground cover”.

Las medidas en la parte central son de 12 m de largo, por 8 m de ancho.
Dentro de cada invernadero se construyeron cinco camas de cultivo, de 10 m de
largo, por 1 m de ancho, dejando una distancia de 75 cm de separacion entre cada
cama.

Para la construcciéon de las camas se utilizaron tablas de madera, de 2.5 m
de largo, por 25 cm de ancho y 2.5 cm de espesor.

El llenado de las camas se muestra en la figura 4, y se realiz6 de la siguiente
manera:

Tepetate (una capa de aprox. 3 cm de espesor para un buen drenaje).
Tierra roja o “polvilla”, procedente de Tiripetio, Mich.

Fertilizante organico “OrganoDel” hecho a base de humus de lombriz y
materia organica, se aplicaron 15 kg por cama.

4. Aserrin, un volumen de media carretilla por cama.

wn e
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0.3 cm.
0.3 cm.
Altura de
19 cm. Cama
25 cm.
3cm.

1 mt.

Figura 4. Corte transversal de la cama de cultivo

Posteriormente, las cinco camas de cultivo se dividieron a la mitad, para
formar un total de 10 bloques en cada invernadero.

Cada bloque se dividio en 24 parcelas experimentales, con medidas de 1 m
de largo por 20 cm de ancho; esto se realizé con la ayuda de un hilo fijado por clavos
en los extremos del bloque.

4.2. Material vegetal

En el mes de Abril de 2015, se colecté semilla de 24 plantas procedentes de tres
lugares diferentes en Michoacan. Estas semillas corresponden a las 24 progenies o
familias utilizadas en el experimento. Las familias se identificaron numéricamente,
manteniendo cuidadosamente su identidad de acuerdo con la informacién de su
progenitor. Las 24 familias son las siguientes:

- 19 procedentes del rancho “El durazno” en el poblado de Tafetan, municipio
de Tzitzio (Familias 1-19).

- 4 procedentes del rancho “Mesa de las Azucenas” en el municipio de
Madero (Familias 20-23).

- 1 procedente del poblado de Piedras de Lumbre, municipio de Tzitzio
(Familia 24).

En el cuadro 1, se muestran las caracteristicas medidas de las plantas
progenitoras al momento de la cosecha de semilla, asi como también las
caracteristicas de dichas semillas.
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Cuadro 1. Informacion de los progenitores y de las semillas

Didmetro de planta Peso de semilla
Altura de planta % Germ. En laboratorio
Ancho de Hoja Area
Espesor de Hoja Didmetro
Contenido de azucares en hoja Espesor
Tamafio de Quiote Forma (Circularidad)

4.3. Disefio experimental

El ensayo de progenies se estableci6 mediante un disefio de bloques
completamente al azar. En cada bloque se ubicaron las 24 familias de manera
aleatoria en cada sitio.

En cada parcela experimental se ubicaron dos filas con 10 cavidades (Figura
5), con una separacion de 10 cm entre cavidad. Se sembraron dos semillas por
cavidad, con un total de 40 semillas, esto para asegurar la germinacion de por lo
menos el 50% de las semillas.

e

mentales

L

Figura 5. Distribucién de la siembra dentro de las parcelas experi

La siembra en el invernadero del IIAF-Posta se realiz6 entre los dias 25y 30 de
Septiembre de 2015, mientras que en Arroyo Colorado se realiz6 entre los dias 10
y 14 de Octubre de 2015.
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4.4. Manejo del experimento

Una vez terminada la siembra, en ambos invernaderos se proporcionaron riegos de
manera homogénea en las camas, manteniendo una humedad constante para
propiciar una buena germinacion. La eclosion de algunas semillas inici6 entre los 15
y 20 dias posteriores a la siembra.

Se continué con el manejo de los invernaderos durante todo el invierno,
realizando labores periédicas como el retiro de malezas y riegos, los cuales fueron
disminuyendo debido a la baja evapotranspiracion por la temporada, ya que
aumento la nubosidad y el suelo se mantenia humedo, por algunas lloviznas
repentinas.

Una vez que las plantas desarrollaron dos hojas, se procedi6 a realizar el
trasplante y reacomodo de plantas en las parcelas experimentales. Al momento de
la siembra, se depositaron dos semillas por cavidad; en algunas cavidades
germinaron las dos semillas y en algunas otras no germino ninguna. El trasplante
consistid en retirar las plantas que germinaron en una misma cavidad, y reubicarlas
en las cavidades vacias. En las parcelas con mas de 20 plantas germinadas, se
retir6 el nimero excedente de plantas, dejando Unicamente 20 plantas en cada
parcela. El trasplante se realiz6 en el lIAF-Posta a mediados del mes de Febrero,
cuando aumenté la temperatura, para evitar la muerte de las plantas debido al frio
y al estrés causado por el trasplante. En el invernadero de Arroyo Colorado, se
realizé a principios de Marzo.

Para medir cada uno de los individuos del ensayo, se tomaron fotografias, a
partir de las cuales se hicieron las mediciones.

Al finalizar el trasplante en ambos invernaderos se inicid con la captura de
fotografias para su analisis. Estas se tomaron con un teléfono celular modelo LG-
G3 stylus con camara de alta resolucién de 13 mega pixeles. De acuerdo con Rincén
et al., (2012), indican que a partir de fotografias capturadas con teléfonos celulares
puede medirse el area foliar en forma relativamente rapida, precisa y a bajo costo,
en comparacion con el uso de medidores de area foliar, utilizados tradicionalmente
en las investigaciones.

En la fase de invernadero, las fotografias se tomaron a una distancia
aproximada de 1.5 m del nivel de las plantas. Para tomar las fotografias en campo
a la misma distancia, se fabricé un soporte especial para sostener la camara, la
distancia del suelo a la cAmara fue de 1.25 m, en la base se colocé una referencia
de tamafio de 20 cm.

Una vez capturadas las fotografias se procedieron a analizar con el software
para analisis de imagenes ImageJ version 1.50i.
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4.5. Fases del experimento

De acuerdo con llisley et al. (2007), A. cupreata tarda entre 7 y 15 afos en llegar a
la madurez sexual. Para evaluar el desarrollo de esta planta, el proyecto se dividio
en 3 fases. En el presente proyecto se presentan los resultados de la primera fase
y una parte de la segunda fase de evaluacion.

Las fases de evaluacién del proyecto y el tiempo estimado, son los siguientes:

- Fase 1.- Evaluacion en invernadero — 9 meses.
- Fase 2.- Evaluacion en campo bajo ensayo de jardin comun — 1 a 2 afios.
- Fase 3.- Evaluacion en campo en su habitat natural — 7 a 10 afios.

A principios del mes de Julio, inicio de la temporada de lluvias, y se llevo a cabo el
trasplante a campo, con esta parte se dio inicio de la fase 2 de evaluacion. En el
anexo 1, se describe detalladamente la metodologia del trasplante a campo.

4.6. Variables evaluadas

La primera fase de evaluacion corresponde al periodo comprendido a partir de la
fecha de siembra, hasta los 9 meses, en invernadero.

En la fase 2 posteriormente al trasplante a campo, se hicieron dos
evaluaciones, a los 14 y 20 meses.

4.6.1. Germinacioén

Se determiné el porcentaje de germinacion de las progenies. Esto se hizo mediante
la cuantificacién de semillas germinadas en las parcelas, para esto se realizaron
conteos en cuatro fechas diferentes. Las fechas del conteo fueron las siguientes:

- 24 - Octubre

- 06 - Noviembre
- 27 - Noviembre
- 14 - Diciembre

4.6.2. Variables de crecimiento

Estas mediciones se hicieron por medio de las series de fotografias.
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La serie de fotografias para la fase de evaluaciéon de invernadero, fue
capturada el dia 14 de Junio en el IIAF-Posta y el dia 5 de Julio de 2016 en Arroyo
Colorado, a los 9 meses de desarrollo.

En la segunda fase de evaluacion, se hicieron dos mediciones en campo, la
primera medicion hizo el 17 de Noviembre de 2016, al final del periodo de lluvias, a
los14 meses de desarrollo. La segunda medicion se hizo el 9 de Mayo de 2017, al
final del periodo de secas, a los 20 meses de desarrollo.

4.6.2.1. Tamarfo de planta

En la fase 1 de invernadero, se midio el area foliar (AF) de cada una de las plantas
del ensayo, siendo un total de 4615 plantas en ambos invernaderos, 2224 en el
[IAF-Posta y 2391 en Arroyo C.

Las mediciones de crecimiento en campo, se hicieron Unicamente en los
primeros 6 bloques, en un total de 574 plantas.

En los anexos 2 y 3, se describe detalladamente los métodos de medicion
de las plantas en las diferentes fases de evaluacién, invernadero y en campo.

4.6.2.2. Numero de hojas

Por medio de las fotografias, se cuantificé el nUmero de hojas emitidas de cada una
de las plantas de cada familia.

4.6.3. Variables fisiologicas

Para medir las variables fisiologicas en invernadero, se hizo un muestreo de hojas,
se seleccionaron los 3 bloques centrales y mas homogéneos de cada invernadero,
se etiguetaron cada una de las plantas, marcando su hoja con plumén permanente.

La etigueta consistié en los codigos de procedencia del invernadero, el
namero de bloque dentro del invernadero, el nUmero de progenie dentro del bloque,
y el nimero de planta dentro de la parcela (ubicacion). Posteriormente se
seleccionaron 3 plantas de cada parcela, y se colectd la primera hoja madura (la
tercera hoja mas joven), muestreando un total de 9 hojas por progenie. El muestreo
se realizé al amanecer, entre las 7 - 8:30 am para colectar las hojas al final de la
fase de acumulacién nocturna de CO2. Al momento de la colecta, las hojas se
guardaron en bolsas con cierre hermético y se depositaron en un contenedor
obscuro con hielo. El muestreo se realiz6 al final de la fase de invernadero, en el
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IIAF-Posta el dia 23 de Junio y otro en Arroyo Colorado el 30 de Junio de 2016. Se
muestrearon 216 hojas en cada invernadero.

Para medir las variables fisiol6gicas en campo, se colecté una hoja de cada
planta en 3 bloques completos, un total de 96 hojas por bloque; esto se hizo a los
14 y 20 meses, se midieron dimensiones de las hojas (peso y area), y contenido de
pigmentos mediante los indices de reflectancia hiperespectral.

Tanto para las muestras de invernadero como las de campo, se utilizo la
misma metodologia

Las muestras se llevaron a laboratorio, donde se peso6 cada una de las hojas,
se tomo el espectro de reflectancia, y se fotografiaron para ser medidas.

4.6.3.1. Dimensiones de las hojas

Se midieron las dimensiones de las hojas cosechadas, de la siguiente manera: las
hojas recién cortadas fueron pesadas en una balanza analitica (Ohaus®) y
colocadas sobre una hoja de papel blanco para fotografiarlas. En la hoja de papel,
se dibujo una marca de referencia de tamafio de 5 cm para tener la escala de la
fotografia.

Las fotografias se analizaron con el software ImageJ. Para medir las
dimensiones de las hojas, se procedid de la siguiente manera: primero, se convirtié
la imagen de color a escala de grises, luego se aplicé la funcion “Threshold”, que
detecta las zonas de la imagen cuya intensidad de color es superior a cierto umbral
(en este caso distingue los pixeles pertenecientes a la hoja del fondo de papel).
Finalmente se seleccion6 la zona correspondiente a cada hoja y se obtuvo el
nimero de pixeles que la componian. El area foliar se calculé en cm? después de
aplicar una calibracién mediante la referencia de tamafio.

4.6.3.2. Contenido de clorofilay otros pigmentos

El contenido de clorofila y otros pigmentos se estimé de manera indirecta a través
de indices de reflectancia hiperespectral, calculados a partir de los espectros
medidos sobre las hojas en laboratorio.

Para medir los espectros, se usé un espectrofotometro portatii de marca
FieldSpec®, equipado con una fuente de luz artificial. El funcionamiento del
espectrofotometro consiste basicamente en iluminar la muestra con luz blanca y
calcular la cantidad de luz que refleja dicha muestra en una serie de intervalos de
longitudes de onda cada 2 nm.
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La medicion se hace gracias a una fibra Optica equipada de un objetivo que
permite apuntar con precisién a una zona de alrededor de 10 mm? de la hoja. La
reflectancia se expresa en porcentaje, usando una superficie de reflexion difusa
perfecta (control), que se calibra con una muestra o loseta blanca.

4.6.3.3. Contenido de azucar de la hoja

Los grados Brix (abreviatura °Bx) miden el contenido total de sacarosa disuelta en
un liquido. Una solucién de 25 °Bx tiene 25 gr de azUcar (sacarosa) por 100 gr de
liquido, o dicho de otro modo, hay 25 gr de sacarosa y 75 gr de agua en los 100 gr
de la solucion. Los grados brix se pueden medir con un sacarimetro, que mide la
gravedad especifica de un liquido, o, mas facilmente, con un refractometro (Medidor
de pH, 2014). En este trabajo se utilizé un refractometro manual para medir los
grados Brix del jugo extraido de la hoja.

Para obtener una muestra representativa de la hoja, la hoja congelada fue
cortada en cuatro partes (en forma de cruz) y de cada parte se cortaron dos pedazos
pequefios para obtener una muestra de alrededor de 0.5 gr (el resto de la hoja se
regres6 nuevamente al ultra congelador para posterior andlisis). Los pedazos
obtenidos se dejaron descongelar un tiempo suficiente para que estén a
temperatura ambiente antes de la medicidn. Se extrajo la savia exprimiendo los dos
pedazos juntos con unas pinzas y esa savia se colocoO en el refractometro para
obtener los grados brix.

Cabe mencionar que durante el tiempo en congelacion las hojas
muestreadas se cubrieron de escarcha. Para saber si esta escarcha correspondia
a una ganancia de humedad que pudiera afectar la medicion, previo a la medicién
de °Bx las hojas fueron pesadas dos veces: una con escarcha y otra después de
limpiar la escarcha. Se encontré una diferencia de paso minima que no afecté la
medicion.
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4.7. Analisis de datos

Se realiz6 un analisis de varianza para cada variable mediante el procedimiento
GLM (Generalized Linear Models) con el software estadistico SAS®.

Los componentes de varianzas genéticas y parametros afines, fueron
estimados con las esperanzas de los cuadrados medios generadas por los analisis
de varianza y covarianza, conforme la metodologia propuesta por Nevado & Ortiz
(1985).

Para el andlisis estadistico, se utiliz6 el modelo genético propuesto por
Yamada, (1962):

Y=pu+S+F+B(S)+S*F+FB(S)+e
Donde:

Y = variable

M = media general

S = efecto del sitio

B(S) = efecto del bloque dentro de sitio

F = efecto de la familia

F*S = efecto de la interaccién familia por sitio

F*B(S) = efecto de la interaccion familia por bloque dentro de sitio
e = efecto del error aleatorio

4.8. Calculo de parametros genéticos
4.8.1. Heredabilidad

La heredabilidad se obtuvo con las féormulas propuestas por Falconer & Mackay
(1989):

h2 =30% / (0% + 0% + 0%),
h2 =02 | [0?% + (0% / b)+ (0% | b*n)]

Donde:
- h% = Heredabilidad individual en sentido estricto
- h% = Heredabilidad de familia en sentido estricto
- 0% = Varianza de familia
- 0% = Varianza de interaccion bloque por familia
- 0% = Varianza del error
- b = Numero de bloques
- n = Numero de individuos por familia en cada bloque.
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4.8.2. Respuesta a la seleccidn y ganancia genética

La respuesta a la seccion y ganancia genética se estimo mediante la seleccién del
mejor 20% de la poblacion con las formulas propuestas por Falconer & Mackay

(1989):
R=ioh?

Donde:
- R =Respuesta a la seleccion (Ganancia genética)
- i =Intensidad de seleccion; en este caso el 20% corresponde a 1.4 (Zobel
& Talbert, 1988)
- o = Desviacion estandar
- h? = Heredabilidad individual en sentido estricto
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5. RESULTADOS

5.1. Germinacién

La germinacién de las semillas inici6 entre los 15y 20 dias posteriores a la siembra.
El promedio general del porcentaje de germinacion (PG) en ambos sitios fue del
40%, la causa principal de la baja germinacion se atribuye a las bajas temperaturas
por la época de siembra. La temperatura promedio durante los meses de Octubre y
Noviembre fue de 17°C, y esta fue descendiendo durante el invierno.

Aproximadamente un 20% de las semillas que no germinaron, entraron en un
periodo de latencia, ya que se observo la germinacion de éstas 9 meses después,
en el periodo de lluvias durante los meses de Junio y Julio.
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Grafica 1. Porcentaje de germinacién. Se muestra el promedio obtenido en cada sitio.

En la grafica 1 se muestran las medias del PG, en donde se observé un
comportamiento muy similar en ambos sitios. En general se presenté un mayor PG
en el invernadero del IIAF-Posta. Las familias procedentes de Mesa de las
Azucenas (21-23) germinaron mejor en el invernadero de Arroyo C. Entre las
familias mas sobresalientes en ambos invernaderos, se encuentra principalmente la
familia 4, procedente de Tafetan, la 22, 21, 23, procedentes de Mesa de las
Azucenas, también la 2, 8, 20 y 24. En todas las demas familias se observd una
tasa de germinacion inferior al 50%.

32



Cuadro 2. Significancia estadistica para la variable: Porcentaje de germinacion

Fuente F-Valor | Pr>F
Sitio 13.33| 0.0003
Bloq(Sitio) 3.50] <.0001
Fam 62.55| <.0001
Sitio*Fam 3.04 | <.0001

En el cuadro 2, se observaron diferencias altamente significativas para todos
los casos; el andlisis de varianza se muestra en el anexo 4. Entre sitios influyeron
factores como la temperatura principalmente; en Arroyo C. se sembr6 15 dias
después que en el IIAF-Posta, y probablemente durante este periodo la temperatura
descendi6 uno o dos grados aproximadamente.

Las diferencias entre bloques pudieron ser causadas debido a los gradientes
de sombra dentro del invernadero, esto debido la presencia de algunos arboles en
los alrededores del invernadero del IIAF-Posta, los cuales proporcionaron sombra
en algunos bloques, estos se mantuvieron mas frios y himedos que otros la mayor
parte del tiempo, también se observé que algunas familias que estaban en los
bordes de los bloques presentaron un PG menor, esto pudo ser causado debido a
corrientes de aire frio del exterior.
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5.2. Crecimiento
5.2.1. Area Foliar

En la grafica 2, se presentan los resultados del AF evaluada en los 3 periodos:
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Gréfica 2. Area foliar en 3 periodos de evaluacion. Las familias se muestran ordenadas de
mayor a menor, partiendo de los resultados obtenidos en la primera evaluacion
(invernadero).

A los 9 meses, la familia 4, procedente de Tafetan, fue la méas destacada, con
un AF promedio de 84 cm?, siguiendo la familia 24 procedente de piedras de lumbre
con 74.1 cm?, la familia 20 con 73.8 cm?, la familia 21 con 71.5 cm?, y la familia 22
con 67.6 cm?, todas procedentes de Mesa de las Azucenas.

A los 14 meses, la familia 4 se siguid mostrando superior a las demas
familias, con un AF promedio de 273.5 cm?, esta familia presenté individuos con AF
de hasta 482 cm?, siendo los individuos con mayor tamario registrados en todo el
experimento. Las familias 7 y 20, se observaron con AF promedio de 218 y 213 cm?,
respectivamente. El resto de las familias presentaron promedios de AF por debajo
de los 200 cm?. Las familias que se observaron con menor tamafrio, fueron la 5, 9,
16, 14, 17, 15, con AF menores a 160 cm?, un poco mas de 100 cm? de diferencia
a la familia 4. Cabe mencionar que tanto las mejores familias (4 y 7) como las peores
ya mencionadas anteriormente, son procedentes de Tafetan. En esta evaluacion,
las plantas presentaron un diametro promedio de 15 cm.
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A los 20 meses, el AF promedio de las rosetas de las plantas, fue de 73.14
cm?, con un didmetro promedio de 9.35 cm. La familia con mayor tamafio, incluso
con la reduccién por estrés fue la 4, con AF promedio de 114 cm? y un didmetro
promedio de 12 cm; otra familia destacada fue la 18, con AF promedio de 96.5 cm?
y 11 cm de diametro; la familia 15 que presento el AF mas pequefia, mostré un
diametro de roseta de 8 cm.

En el analisis de varianza global del AF a los 9 meses en invernadero (Anexo
5), se obtuvo un promedio general de 62.9 cm? en ambos sitios; con un coeficiente
de variacion de 45.4%. En dicho analisis se observaron diferencias altamente
significativas en sitios, en los bloques dentro de sitios, entre familias, y entre los
bloques por familias dentro de sitios. No se presentaron diferencias estadisticas en
la interaccion de las familias por sitio. Esto nos indica que las condiciones
ambientales de cada sitio influyeron de la misma manera sobre todas las familias,
sin mostrar diferencias estadisticas significativas entre sitios. En el IIAF-Posta, el
AF promedio fue de 46.8 cm?, mientras que en Arroyo C. el promedio fue de 77.85
cm?, en donde todas las familias presentaron un mayor tamario que en el IIAF-Posta.
Algunas de las condiciones que influyeron en Arroyo C. fueron las siguientes: mayor
homogeneidad en los bloques debido a la iluminacion recibida; respecto al manejo
agronomico, los riegos fueron méas constantes. El invernadero del IIAF-Posta,
presento distintos gradientes de sombra y humedad en los bloques, debido a la
presencia de arboles en el exterior.

En la evaluacion a los 14 meses, las condiciones del ensayo en campo se
mostraron muy homogéneas, por tal motivo no se observaron diferencias
significativas entre bloques, ni entre las plantas provenientes del vivero del IIAF-
Posta y las del vivero de Arroyo C. (Cuadro 3). Sin embargo se observaron
diferencias altamente significativas entre las familias. En el analisis de varianza, se
obtuvo una media general de 183.8 cm? (Anexo 6). Respecto a los niveles de
significancia de Tukey, las familias 4, 7 y 20 fueron las mas destacadas.

Cuadro 3. Significancia estadistica para la variable: Area foliar — 14 meses

Fuente F-Valor | Pr>F

Bloque 0.7| 0.6269
Vivero 0.07| 0.7988
Familia 4.26| <.0001

La ultima medicion de AF, se hizo en el mes de mayo a los 20 meses, y
Gnicamente se observaron diferencias estadisticas entre las familias (Cuadro 4), al
igual que en la medicién anterior en campo. El andlisis de varianza se presenta en
el anexo 7.
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Cuadro 4. Significancia estadistica para la variable: Area foliar - 20 meses

Fuente | F-Valor | Pr>F
Bloque 1.95| 0.0838
Vivero 0.27| 0.6040
Familia 3.93| <.0001

La reduccion del AF, se estimd en porcentaje, y se hizo en relacion al AF
medida a los 14 meses en el mes de Noviembre. La familia que redujo su AF en
menor medida fue la familia 18, con el 48%, mientras que la familia 8 fue la que mas
se redujo, con un 68% en comparacion a su tamafo alcanzado a los 14 meses. En
promedio las plantas redujeron su tamafio 60% (Anexo 7).

5.2.2.  Numero de hojas

A los 9 meses, se evaluaron plantas con un minimo de 3 hojas bien desarrolladas
en adelante. En donde se observo en el lIAF-Posta un promedio general de 5.7
hojas, mostrando plantas con 11 hojas como maximo. Mientras que en Arroyo C. el
promedio fue de 6.5 hojas, y se observaron plantas hasta con 15 hojas. Se
observaron diferencias significativas entre sitios, entre los bloques dentro de sitios,
entre familias y entre la interaccion bloque por familia dentro de sitios (Cuadro 5).
Sin embargo no se presentaron diferencias entre la interaccion familias por sitio.

Cuadro 5. Significancia estadistica para la variable: No. de hojas — 9 meses

Fuente F-Valor | Pr>F
Sitio 14.54] 0.0012
Bloq(sitio) 17.73| <.0001
Fam 4.81| 0.0002
Sitio*Fam 1.07| 0.3763
Blog*Fam(Sitio) 1.9] <.0001

En el andlisis de varianza por sitios (Anexo 8), se observaron diferencias
altamente significativas entre bloques, entre familias y en la interaccién bloques por
familias. En el invernadero del IIAF-Posta, las familias mas sobresalientes fueron la
19y 6, con un promedio de 6.4 y 6.3 hojas respectivamente, mostrando diferencias
significativas en comparacion con las demas familias. En Arroyo C., se observaron
diferencias altamente significativas entre bloques, se podria pensar que en los
bloques cercanos a los bordes del invernadero, las plantas tenian mayor contacto
con las corrientes de aire frio del exterior. También se observaron diferencias
significativas entre familias, y en la interaccion de bloque por familias. Las familias
18 y 6, fueron las mas sobresalientes, estas presentan una media general de 7.3 y
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7.2 hojas, seguidas por las familias 7 y 19 con 7.2 hojas; las familias con menor
namero de hojas fueron la 9, 13 y 24, con un promedio de 6 hojas.

El nimero promedio de hojas a los 14 meses, fue de 11.6, no se observaron
diferencias significativas entre blogues, ni entre plantas producidas en diferentes
viveros; Uunicamente entre familias (Cuadro 6). El andlisis de varianza se presenta
en el anexo 8. En esta etapa, la familia 18, presenté un promedio de 14.5 hojas,
seguida por la 7 con 13.7 hojas, y la familia 4 con un promedio de 13 hojas. La
familia 21, present6 buen tamafio respecto al AF, y en cuestion de nimero de hojas
fue la que present6 un promedio menor, con solo 10 hojas.

Cuadro 6. Significancia estadistica para la variable: No. de hojas — 14 meses

Fuente | F-vValor | Pr>F
Bloque 0.23| 0.9482
Vivero 0.19| 0.6663
Familia 5.30| <.0001

5.3. Variables Fisioldgicas

5.3.1. Peso de hoja

En los analisis realizados para la variable peso de hoja, a los 9 meses se observaron
diferencias significativas entre sitios, y entre familias, a los 14 y 20 meses, las
diferencias significativas Unicamente se observaron entre familias. Los cuadros de
analisis de varianza se presentan en el anexo 9.

A los 9 meses, en el IIAF-Posta, el peso promedio de las hojas fue de 3.92 g,
mientras que en Arroyo C., el peso promedio fue de 5.51 g. En la fase de evaluacién
de invernadero, la familia 4 presento6 las hojas mas pesadas, con 6.36 g, seguida
por la familia 21, 20 y 24, con 6.21, 5.79 y 5.66 g, respectivamente (Gréfica 3).

A los 14 meses la familia 4 se mantuvo con el promedio de hoja mas pesada,
con 10 g, casi igual que la familia 1, con 9.9 g, siguiendo la familia 24, que present6
un promedio de 9.3 g. Las familias 18, 7, 10, 11 y 15 presentaron un aumento de
peso significativo en relacion a la evaluacion hecha a los 9 meses.

A los 20 meses, ante el periodo de estrés por sequia, la familia 4 present6 un
aumento en el peso promedio de hoja de casi 2.5 g esto fue estadisticamente
significativo. Otras familias que ganaron peso en hojas, fueronla 1, 18, 2, 7,5y 6,
sin embargo, esta ganancia no fue mayor a 0.2 g. Las demas familias presentaron
una baja minima en relacién a la evaluacion de los 14 meses, lo cual se considera
completamente normal debido al estrés hidrico.
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Grafica 3. Peso de hoja. Las familias se muestran ordenadas de mayor a menor,
partiendo de los resultados obtenidos en la primera evaluacion (invernadero).

5.3.2. Tamafio de hoja

Para el tamafio de hoja, a los 9 meses, se observaron diferencias significativas entre
sitios, y entre familias, a los 14 y 20 meses, Unicamente se presentaron diferencias
entre familias. Los cuadros de andlisis de varianza se presentan en el anexo 10.

A los 9 meses, el promedio en el IIAF-Posta fue de 15.2 cm?, y en Arroyo C.
fue de 19.2 cm?. Las familias con hojas mas grandes en promedio, fueron la 21 con
22.44 cm?,la4 con 22.15 cm?, yla 24 con 21.77 cm?, las demas familias presentaron
AF inferiores a los 20 cm?. La familia 15 present6 las hojas mas pequefias en
promedio, con AF de 13.8 cm? (Gréfica 4).

A los 14 meses, la familia 1 present6 el promedio mayor de tamafio de hoja,
con 30.8 cm?, siguiendo la familia 24 con 28.5 cm?, y la familia 4 con 28.4 cm?.
Todas las familias procedentes de Tafetan, presentaron un aumento considerable
en relacion a la evaluacion hecha en invernadero a los 9 meses, a excepcion de las
familias 13, 16 y 17, cuyo tamafo de hojas se mantuvo casi igual en las 3
evaluaciones.

En la evaluacion de los 20 meses, la familia 4, presentd un promedio de
tamario en hojas de 36.6 cm?, lo que nos indica que hubo un aumento en el tamafio
de hoja de 8.2 cm?. La familia 1 present6 en promedio hojas de 33.5 cm?, y la familia
18, 30.3 cm?. En general en esta etapa todas las familias presentaron aumentos
menores en el tamafio de sus hojas en comparacion a la evaluacion de los 14
meses.
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Grafica 4. Tamafo de hoja. Las familias se muestran ordenadas de mayor a menor,
partiendo de los resultados obtenidos en la primera evaluacién (invernadero).

5.3.3. Peso especifico

El peso especifico (PE) se obtuvo dividiendo el peso de la hoja, entre el AF de la
misma; este nos indica el espesor de la hoja. En la grafica 5, se muestran los
promedios por familia del PE de las hojas en las 3 evaluaciones.

A los 9 meses, el PE promedio fue de 0.27 g/cm?; la familia 20 fue la que
presenté un mayor espesor con 0.3 g/cm?, y la familia 16 fue la que presenté menor
espesor, con 0.26 g/cm?, sin presentar diferencias estadisticas.

A los 14 meses, todas las familias presentaron un engrosamiento en sus
hojas en comparacion a la evaluacion de los 9 meses, a excepcion de las familias
21y 14, que se mantuvieron casi con el mismo espesor. Este periodo corresponde
al final de la época de lluvias, donde todas las plantas crecieron considerablemente
a comparacion de su tamafio en invernadero; las familias 4, 20, 11y 10, presentaron
el mayor espesor de hoja, todas con un promedio de 0.35 g/cm?, la familia 21
present6 las hojas mas delgadas, con 0.28 g/cm?. No se observaron diferencias
significativas entre familias.

A los 20 meses, la mayor parte de las familias presentaron un espesor muy
similar al que tenian en la etapa de invernadero, a los 9 meses, este adelgazamiento
fue causado por el estrés hidrico. Las familias 4, 5, 1, 6 y 18 presentaron espesores
mayores que las demas familias, sin mostrar diferencias estadisticas. La familia 4
presento las hojas mas gruesas, con un espesor de 0.34 g/cm?.
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Grafica 5. Peso especifico. Las familias se muestran ordenadas de mayor a menor,
partiendo de los resultados obtenidos en la primera evaluacion (invernadero).

5.3.4. Grados Brix

Los grados brix se midieron Unicamente a los 9 meses, no se observaron diferencias
significativas en este andlisis, el analisis de varianza se presenta en el anexo 11. El
promedio general fue de 5.9° Bx. Aunque se observan algunas familias con mayor
contenido de azucar, esas diferencias no sobrepasan ni 0.5° Bx (Grafica 6).
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Gréfica 6. Grados Brix. Evaluaciéon a los 9 meses.
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5.3.5. indices de reflectancia

5.3.5.1. REP (Red Edge Position)

El indice de posicion del ‘borde rojo’ (REP, Red Edge Position), es usado para
estimar el contenido de clorofila del dosel de la hoja, en un rango de concentracion
mas grande y amplio que 675 nm y 550 nm.

En la evaluacion de los 9 meses, este indice se mostré mas alto que en las
etapas posteriores, con un promedio de 717.7 (Grafica 7); se observaron diferencias
significativas entre familias, entre la interaccion bloque por sitio, y entre la
interaccion bloque por familia dentro de sitio. Los analisis de varianza se muestran
en el anexo 12.

A los 14 meses, el promedio de este indice bajé hasta 713.8; en esta
evaluacion se observaron diferencias significativas entre viveros de procedencia y
entre familias. A los 20 meses, se observaron diferencias significativas Unicamente
entre familias. En esta etapa el indice presento su promedio mas bajo, con 709.4
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Gréfica 7. REP (Red Edge Position). Las familias se muestran ordenadas de mayor a
menor, partiendo de los resultados obtenidos en la primera evaluacion (invernadero).

Los indices de reflectancia medidos (REP, NDVI, MTCI), presentaron el
mismo comportamiento que el indice REP, todos mostraron que el contenido de
clorofila disminuyd progresivamente en las etapas de campo debido a la mayor
incidencia de luz sobre las plantas. Estos indices presentaron una correlacion
directa entre ellos (Anexo 12).
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5.4. Parametros genéticos

5.4.1. Heredabilidad de variables de crecimiento

Con los componentes de la varianza obtenidos, se estimé la heredabilidad en
sentido estricto de las variables, tanto a nivel individual, como de las medias de
familia, (Cuadro 7).

Cuadro 7. Heredabilidad en sentido estricto. Variables de crecimiento

9 Meses - Invernadero |14 meses

Heredabilidad

IIAF Posta | Arroyo C. | Campo
Aren Foliar T2IN 0.29 0.26 0.36
ea Folar o ram 0.83 0.85 0.77

2
\° de Hojas |12 012 0.12 0.46
h? Fam 0.68 0.72 0.81

En la fase de invernadero, a los 9 meses de desarrollo, la heredabilidad de
medias de familia para el AF se observo de 0.83 en el IIAF-Posta y 0.85 en Arroyo
C., lo cual se considera una heredabilidad muy alta. También se observd una muy
alta heredabilidad de familia para el nUmero de hojas, con 0.675 para el IIAF-Posta
y de 0.72 para Arroyo C.

A los 14 meses, en la fase de evaluacién de campo, se observaron niveles
altos de heredabilidad, tanto a nivel de medias de familia. Para el caso de AF fue de
0.77; el nimero de hojas, también se muestra como un caracter altamente
heredable, con valores de 0.81 a nivel de familia y 0.46 a nivel individual.

Respecto a la heredabilidad estimada a los 14 meses en comparacion con
los valores estimados a los 9 meses, para el AF, la heredabilidad a nivel de medias
de familias disminuyd un poco, pero a su vez aumentd a nivel individual. Para el
ndamero de hojas aumento considerablemente a nivel individual, y un poco a nivel
de medias de familia.

No se tiene conocimiento de la estimacion de parametros genéticos en
especies del género Agave. Sin embargo estos valores se consideran validos, ya
gue son muy similares a los encontrados en ensayos de progenies en especies
forestales; estudios como los de Farfan et al., (2002) en Pinus ayacahuite, Viveros-
Viveros et al., (2005) en Pinus ocarpa y Salaya-Dominguez et al., (2012) en Pinus
patula, han reportado valores de heredabilidad a nivel individual en rangos de 0.17
a 0.4; a nivel de medias de familias, reportan valores en rangos de 0.6 hasta 0.89.
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5.4.2. Heredabilidad de variables fisioldgicas

Se estim6 la heredabilidad en sentido estricto de las variables fisiologicas, tanto a
nivel individual, como de las medias de familia, (Cuadro 8).

De acuerdo con los valores observados, las variables fisiolégicas se
consideran variables altamente heredables, principalmente por los valores de
medias de familias, que en la mayoria de los casos se encontraron valores mayores
a 0.6. Se observé variacion entre los 3 periodos de evaluacién, sin embargo en
todos los periodos, se presentan valores mayores a 0.5.

Cuadro 8. Heredabilidad en sentido estricto. Variables fisiol6gicas

Variables . 9 Meses Invernadero 14 20
FisiolGgicas Heredabilidad IAF-Posta | Arroyo C Meses | Meses
* | Campo | Campo
Peso de Hojas h? Ind 0.29 0.63 0.34 0.42
h? Fam 0.72 0.89 0.76 0.79
Tamafio de h2 Ind 0.41 0.71 0.35 0.32
Hoja h? Fam 0.79 0.90 0.76 0.74
Peso h2 Ind - - 0.17 0.04
Especifico h? Fam - - 0.58 0.23
Grados Brix h2 Ind 0.05 0.14 - =
h? Fam 0.31 0.58 - s
REP (Red h? Ind 0.12 0.74 0.15 0.36
Edge Position) | h2 Fam 0.46 0.86 0.56 0.76

5.4.3. Ganancia genética

Se estim6 la ganancia genética para la variable AF, si se seleccionara el mejor 20%
de la poblacién (Cuadro 9). A los 9 meses, lo cual es un tiempo muy corto para
hacer una seleccién en esta especie, se esperarian ganancias genéticas para el AF
de 8.3 cm? en el IIAF-Posta y 14 cm? en Arroyo C.

A los 14 meses, se esperaria una ganancia genética de 32.89 cm?, lo cual
corresponde a un 17.9% de aumento de tamafio en relacion a la media general de
la poblacién, que presenta un AF promedio de 183.8 cm?.

Cuadro 9. Ganancia genética

9 Meses 14 Meses
IIAF-Posta | Arroyo C. Campo
Area Foliar
(cm?) 8.3 14 32.89
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6. DISCUSION

El estudio se llevé a cabo cuidadosamente en cada una de sus fases de evaluacion.
Se observaron resultados para cada una de las variables evaluadas. Cabe
mencionar que no se conocen trabajos que describan el desarrollo de esta especie
en sus diferentes etapas fenoldgicas, por lo tanto no fue posible comparar el
crecimiento registrado con el de otras investigaciones. Tampoco se conocen
trabajos sobre ensayos de progenies en el género Agave, por lo que este trabajo
marca una pauta importante en los estudios de genética cuantitativa y fisiologia de
esta especie.

En la germinacion se observaron familias con mejor desempefio que otras; el
porcentaje de germinacion promedio fue del 40%, sin embargo esta baja
germinacion puede atribuirse a las bajas temperaturas por la temporada en que
fueron sembradas las semillas. Orea Lara et al., (2006), mencionan una temperatura
Optima para la germinacion de Agave duranguensis es de 20 a 25°C. Martinez-
Vargas et al., (2015) reportan para A. cupreata y A. inaequidens mas del 90% de
germinacion de las semillas viables, después de los 8 dias incubadas a 25°C.
Temperaturas de 12°C o inferiores, y de 35°C o superiores, inhibieron la
germinacion. En semillas de A. cupreata recién colectadas y después de ser
conservadas, Golubov et al., 2007 reportan porcentajes de germinacién por arriba
del 92%.Por otro lado, Baskin & Baskin, (1988) y Hilhorst, (1998), postulan que el
factor ambiental mas importante que regula la germinacién y latencia es la
temperatura. Todas las familias procedentes de Mesa de las Azucenas y Piedras de
Lumbre (20-24) tuvieron una germinacion alta (superior al 50 0 60%) (Anexo 4). Las
familias que presentaron bajo nivel de germinacion (inferior al 50%), provinieron de
Tafetan; es probable que las semillas de estas familias, se hayan colectado en
estados de inmadurez, sin embargo, una excepcién que destaca es la familia 4,
quien presento la germinacion mas alta de todas; las familias 2 y 8, procedentes del
mismo sitio, también presentaron buenos niveles de germinacion.

En los andlisis de crecimiento a los 9 meses, en la fase de evaluacion en
invernadero, se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre sitios.
Todas las familias se vieron favorecidas de la misma manera en Arroyo C., en
comparacion con el llIAF-Posta, sin embargo, el comportamiento de las familias fue
muy similar en ambos sitios; no se presentaron diferencias significativas en la
interaccion sitio por familia, por tal motivo no hubo interaccion genotipo-ambiente.
Las condiciones ambientales que favorecieron en Arroyo C, principalmente fue la
incidencia de la radiacién solar dentro del invernadero de manera muy homogénea,
respecto a las condiciones de manejo, hubo una mayor constancia de los riegos en
Arroyo C., lo cual también influyé en el experimento.

La familia 4 destacé en tamafio desde la evaluacion en invernadero,
mostrandose significativamente sobresaliente ante las demas familias con un AF
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promedio de 84 cm? (Anexo 5); las familias procedentes de Mesa de las Azucenas
y Piedras de Lumbre, también mostraron buen desempefio, con AF en promedio de
72 cm?. Posteriormente, en la evaluaciéon en campo, a los 14 meses, todas las
plantas aumentaron su tamafo considerablemente, en promedio su crecimiento fue
del 200% en comparacion con la evaluacion anterior, la temporada de lluvias
favorecio en gran medida el crecimiento. Las condiciones del experimento en campo
fueron muy homogéneas, por lo tanto las diferencias significativas observadas,
fueron dnicamente entre familias; la familia 4 mostr6 un comportamiento
excepcional, presentando un AF promedio de 273 cm?, y un didmetro de roseta de
18 cm, siendo la familia mas destacada de todas. El tamafio de las familias 7, 1, 10,
3, vy 11, no fue sobresalientes en el periodo de invernadero, sin embargo, su
crecimiento y aumento de tamafio en campo fue mayor que lo esperado, destacando
entre las demas familias. Con esto se observa que las condiciones ambientales de
campo influyen sobre algunos genotipos, los cuales a lo largo de su desarrollo,
pueden mostrar resultados interesantes en comparacion con sus etapas fenoldgicas
mas tempranas.

La ultima medicion del AF, se hizo a los 20 meses, tras un periodo de sequia
de 6 meses; las plantas plegaron sus hojas en posicion vertical para reducir la
incidencia de radiacion solar sobre sus hojas, lo que aparentemente redujo su
tamario, presentando AF promedio de 73 cm?, una reduccién promedio del 60% en
comparacién con la medicién anterior; la familia que presenté mayor tamafio, incluso
con la reduccion por estrés fue la 4, con 114 cm?, otra familia destacada fue la 18,
con 96.5 cm?. Las familias 7, 1, 10, 3, 11 y 19, que destacaron por su crecimiento a
los 14 meses, también se observaron resistentes ante el estrés hidrico, y
presentaron AF superiores a las demas familias.

En la evaluacién del nimero de hojas, a los 9 meses, se registré un promedio
general de 6 hojas, siendo las familias 18 y 6 las que presentaron un promedio
mayor con 7.3 hojas. A los 14 meses, el promedio de hojas fue de 11.6, en donde
la familia 18 se mantuvo superior que las demas familias, presentando el mayor
promedio, con 14.5 hojas. La familia 21, presentd buen tamario respecto al AF, y en
cuestion de numero de hojas fue la que presenté un promedio menor, con solo 10
hojas. A los 20 meses, algunas plantas desplegaron solo 1 hoja mas; no se
registraron perdida de hojas por el estrés hidrico. De acuerdo con lo observado, el
namero de hojas no es un indicador del tamafio de la planta.

Respecto a las dimensiones de las hojas, a los 9 meses, las plantas
presentaron hojas con AF promedio de 17.2 cm? y un peso promedio de 4.7 g, el
PE promedio de las hojas fue de 0.27 g/cm?; las familias con hojas mas grandes
fueron la 21 con 22.4 cm? y un peso de 6.2 g, siguiendo la familia 4, que present6
hojas con AF de 22.1 cm?, con un peso de 6.6 g. A los 14 meses, el AF promedio
por hoja, fue de 23.5 cm?, y el peso promedio de 7.6 g, en esta etapa el PE de las
hojas en promedio fue de 0.32 g/cm?. La familia 1 presenté las hojas mas grandes,
con un promedio de 30.8 cm?, mientras que la familia 4 presenté las hojas mas
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pesadas con un promedio de 10 g. Finalmente en la evaluacion a los 20 meses, la
familia 4, presentd un promedio de tamafio en hojas de 36.6 cm?, y con peso
promedio de 12.4 g. En esta etapa las hojas se adelgazaron debido al estrés hidrico,
las familias presentaron un PE promedio de 0.28 g/cm?. El mayor crecimiento
observado fue en el periodo de lluvias, tanto en tamafo, peso y espesor de hojas,
lo que demuestra que el agua es un factor determinante en el crecimiento de las
plantas.

En un principio, se planed hacer analisis de acidez titulable, pero no fue
posible hacer estos analisis por causas externas al experimento; estos analisis
podrian dar una pauta importante para distinguir familias con mayor capacidad de
fijacion de COz, ya que el contenido de acido malico esta en funcion de la cantidad
de CO: fijado, y se relaciona con la productividad de azucares de la planta. En el
analisis del contenido de azucares en hoja realizado a los 9 meses, se observo un
promedio de 5.9° Brix, sin presentarse diferencias estadisticas significativas. El
rango de valores observados fue de 5.7 a 6.2° Brix. Estos resultados son muy
similares a los reportados por Avendario-Arrazate et al. (2016), quienes encontraron
valores promedio de 5.8 — 7.4° Brix en plantas de A. cupreata adultas, con diametros
de roseta promedio de 216 cm. La comparacion de estos resultados, indican que la
mayor acumulacion de azucares no se presenta en la hojas, por tal motivo, para
evaluar el contenido de azucares de importancia comercial, es necesario hacer
analisis del tallo (pifia) de la planta.

El contenido de clorofila fue evaluado mediante los indices de reflectancia
espectral de la hoja; se midieron tres indices: REP (indice de posicion del ‘borde
rojo’), NDVI (indice de Vegetacion de Diferencia Normalizada) y MTCI (indice de
Clorofila Terrestre de MERIS). Los tres indice mostraron resultados muy similares,
en donde sus valores mas altos se observaron en la evaluacion a los 9 meses, fase
de invernadero. En las evaluaciones de campo, los niveles de clorofila disminuyeron
debido al aumento de la incidencia de la radiacion solar. De acuerdo con Kozlowski
et al., (1991), los valores de clorofila total son controlados por la luz, de modo que
en intensidades mas elevadas de irradiacion, las moléculas de clorofila son mas
expuestas a procesos foto-oxidativos; por ello, en irradiancias mas elevadas ocurre
mayor degradacion de la clorofila. Por tal motivo, las plantas en condiciones de
menor luminosidad, en la fase de invernadero, presentaron mayor contenido de
clorofilas en relacion con las evaluaciones en fase de campo a plena exposicion
solar. Estos resultados coincidieron con los reportados por: Yeh & Wang, (2000);
Paiva et al., (2003); Nemali & Van lersel, (2004); Carvalho et al., (2006); Arboleda,
(2011), quienes encontraron valores mas altos de clorofila bajo condiciones de
menor luminosidad en comparacién con las de sol.

No se encontraron relaciones entre las variables de crecimiento y los indices de
reflectancia, es posible que las evaluaciones realizadas hayan sido en etapas muy
tempranas de desarrollo, por lo tanto estos indices no fueron capaces de explicar el
crecimiento de las plantas en funcién del contenido de clorofila; posiblemente, en
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etapas mas avanzadas, estos indices pudieran ser indicadores de la productividad
de las plantas. Por otra parte, se observé que los niveles de clorofila de algunas de
las familias que crecen bien, no disminuyen tanto, principalmente la 24, 4, 2, 11, 7
y 18; y las familias que presentan menor crecimiento, pierden més clorofila, es
posible que estas familias sean mas susceptibles al estrés, o que su capacidad de
captacion y/o fijacion de CO2, sea menor.

Respecto a los parametros genéticos evaluados, se encontré que el tamafio
de las plantas, el nimero de hojas y sus dimensiones, son caracteres altamente
heredables, al igual que los niveles de clorofila. Los valores mas altos de
heredabilidad se presentaron a nivel de medias de familia. Estos resultados son
comparables con trabajos en especies forestales, principalmente del género Pinus;
estudios como los de Farfan et al., (2002); Viveros-Viveros et al., (2005) y Salaya-
Dominguez et al., (2012), muestran valores de heredabilidad muy similares tanto a
nivel individual, como de medias de familia. No se conocen estudios sobre genética
cuantitativa en el género Agave, por tal motivo estos resultados podrian marcar una
pauta importante para la estimacion de parametros genéticos de esta especie.

Finalmente se estimd la ganancia genética esperada, si se seleccionara el
mejor 20% de la poblacion. Las evaluaciones realizadas corresponden a etapas muy
tempranas del desarrollo de esta especie, sin embargo, a los 14 meses se esperaria
una ganancia del 17.9% en relacion a la media general de la poblacion.

Las diferentes familias evaluadas en el experimento, manifestaron
respuestas distintas en su desarrollo; en general, las familias procedentes de Mesa
de las Azucenas y Piedras de Lumbre presentaron mayor crecimiento que las de
Tafetan; a excepciéon de la familia 4, la cual presentd un desarrollo excepcional,
durante todo el experimento, desde la germinacion, hasta su desarrollo,
presentando las plantas mas grandes de todas, con hojas grandes y gruesas,
destacando evidentemente como la mejor familia. Este comportamiento puede
deberse en mayor medida a causas genéticas, lo que demuestra que si existen
genotipos superiores de esta especie, los cuales es posible reproducir de manera
rapida, mediante técnicas de propagacién vegetativa, manteniendo las
caracteristicas mas deseables de estos individuos, ya que se producen individuos
genéticamente iguales; sin embargo, es necesario realizar evaluaciones posteriores
durante el crecimiento y desarrollo de estas plantas, para poder seleccionar con
mayor certeza a la mejor familia.
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CONCLUSIONES

Las 24 familias de A. cupreata estudiadas en este trabajo de genética
cuantitativa presentaron diferencias marcadas en su desarrollo.

La familia més destacada fue la 4, siendo la mas sobresaliente desde la
germinacion, y presentando el mayor tamafio en los tres periodos de
evaluacion, también se mostré como la mas resistente al estrés en campo.

El desarrollo de algunas familias se vio beneficiado por las condiciones de
campo; es importante continuar con evaluaciones posteriores a lo largo del
desarrollo de esta especie, ya que es posible que existan caracteristicas de
interés, las cuales se presenten en etapas mas tardias.

Los indices de reflectancia pueden dar pautas importantes como el estado
de salud de la planta, el contenido de clorofila y otros pigmentos, la eficiencia
en el uso de la radiacion, y la capacidad de fotosintesis de la planta. Sin
embargo, no se encontraron relaciones entre las variables de crecimiento y
los indices de reflectancia; posiblemente, en etapas mas avanzadas, estos
indices pudieran ser indicadores de la productividad de las plantas.

Se encontr6 que el tamafio de las plantas, el nUmero de hojas y sus
dimensiones, son caracteres altamente heredables, al igual que los niveles
de clorofila; de tal manera que la mayor parte de la variacion de las familias
corresponde a causas genéticas.

A. cupreata posee un gran potencial para iniciar procesos de mejoramiento

genético; por lo tanto, se acepta la hip6tesis de que existen genotipos de esta
especie con caracteristicas superiores.
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9. ANEXOS
Anexo 1. Trasplante a campo

Al finalizar la fase de evaluacion en invernadero, las plantas del experimento se
trasplantaron a campo bajo un ensayo de jardin comun (Figura 6). El sitio de
trasplante fue en Arroyo Colorado, justo a un lado del invernadero de dicho sitio. El
trasplante se realizo durante los primeros 15 dias de Julio del afio 2016, justo en la
temporada de lluvias.
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Figura 6. Enéayo en campo en

Previamente al trasplante, al momento de hacer las evaluaciones fisiolégicas en
invernadero, todas las plantas fueron etiquetadas, identificando en sus hojas su
invernadero de origen, el bloque dentro del invernadero, la progenie dentro del
blogue, y su posicién (ubicacién) dentro de la parcela experimental, esto se hizo
para llevar su seguimiento en campo.

Disefio experimental en campo

El ensayo en campo se establecié bajo un disefio experimental de bloques
completamente al azar. Se establecieron 35 bloques con 96 plantas por bloque,
cada bloque tiene cuatro repeticiones de cada progenie. Los bloques constan de
cuatro filas con las 24 progenies colocadas aleatoriamente, alternando dos filas de
plantas procedentes del invernadero del IIAF-Posta, y dos filas de plantas
procedentes del invernadero de Arroyo Colorado.
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Cabe mencionar que Unicamente los primeros 6 bloques contienen todas y
cada una de las 24 progenies, esto debido a la cantidad de planta existente de
algunas progenies. En los bloques siguientes 7 — 35, a medida que se iban
acabando algunas progenies, se colocaron plantas de las progenies con mayor
namero de individuos, por lo tanto, en esos bloques hay progenies que tienen mas
de cuatro repeticiones.
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Anexo 2. Método de medicion de Area Foliar (AF) a los 9 meses

Para la medicion del AF en invernadero, se capturaron series de fotografias, en
donde cada fotografia abarca tres parcelas completas, siendo necesarias ocho
fotografias para capturar un bloque completo, y un total de 80 fotografias para cada
invernadero.

Para medir las plantas se utiliz el software para analisis de imagenes ImageJ
(Rasband, 2007), que permite determinar el area de objetos graficos en los que se
introduce una referencia de tamafo conocido.

Previamente al andlisis de las fotografias, se midieron 17 plantas mediante
este método, y después se hizo un analisis destructivo en estas mismas plantas, en
donde se midi6 el &rea de cada una de sus hojas para obtener el area total, con la
ayuda de un papel con escala milimétrica. Posteriormente se hizo una correlacion
entre los dos métodos de medicidén para observar las relaciones alométricas de las
fotos y las dimensiones reales de las plantas, de esta manera asegurar que la
mediciones en las fotografias funcionaran correctamente para el experimento.

En la grafica 8, se muestra la correlacion entre el AF de las plantas medidas
mediante las fotos y el AF real; en donde el AF medida en las fotos se muestra un
poco menor que el AF real, debido a los traslapes de las hojas y a la perspectiva de
la foto; sin embargo fue un buen estimador del area foliar de la planta.
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Gréfica 8. Correlacion Area foliar real — Area foliar por fotos

Cada fotografia muestra tres parcelas, y en cada parcela se pueden observar
las 20 plantas ordenadas en dos filas con 10 plantas cada una. En las parcelas que
habia menos de 20 plantas, se dibujé un circulo rojo para indicar la posicion de
plantas faltantes, esto permitio llevar un orden para el seguimiento de cada una de
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las plantas a lo largo del experimento. Para realizar las mediciones, las plantas se
numeraron en cada parcela comenzando de izquierda a derecha y de arriba a abajo.

Para analizar las fotografias, se tomo6 como referencia de tamafio la distancia
entre los hilos divisores de las parcelas, correspondiente a 20 cm.

Para medir las plantas, se utilizé la herramienta “Polygon selections”, con
esta herramienta se seleccionaron diferentes puntos, rodeando la periferia de la
planta (Figura 7); finalmente el software calcul6 el area foliar a partir del perimetro
seleccionado, el &rea se obtuvo en centimetros cuadrados.

B R R e R A N s
Figura 7. Medicion de area foliar en fotografia por el método de seleccion de poligonos.
Se muestran los puntos que rodean la periferia de la planta, para el calculo del area foliar.
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Anexo 3. Método de medicién de AF alos 14y 20 meses

Las plantas en campo, a los 14 meses, presentaban un mayor nimero de hojas, y
por lo tanto, su forma de roseta méas definida; por tal motivo se opt6 por utilizar la
herramienta “Oval selections” para realizar su medicion. Esta herramienta permite
estimar el area y el diametro dentro de la circunferencia seleccionada.

Previamente al analisis se hizo una correlacion entre las mediciones hechas por el
método de circunferencia, y el método utilizado anteriormente de seleccion de
poligonos. En la figura 8, se muestran los 2 métodos de medicion.

Figura 8. Métodos de medicion de Area foliar. (A) Método de circunferencia. (B) Método
de seleccion de poligonos.
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Cuadro 10. Andlisis de varianza para la variable: Porcentaje de germinacién

Tukey Agrupamiento Media | Fam
A 76.2 | 4
B A 723 | 22
B A C 649 | 2
B D A C 62.7 | 23
B D A C 62.7 | 21
B D A C 614 | 8
E B D A C 595 | 24
E B D A C 545 | 20
E B D F C 49.0 | 17
E B D F C G 46.8 1
E B D F C G | 466 | 3
E D F C G 449 | 10
E H D F G | 37.7 | 13
E H D F G 37.1 | 11
E H F | G 33.3 7
E H F I G | 329 | 18
H J F I G | 238 | 9
H J F I G | 236 | 16
H J I G | 20.8 | 15
H J I G | 208 | 5
H J I 17.6 | 19
H J | 14.3 6
J I 83 | 14
J 49 | 12

Fuente DF | Tipo lll SS Culadradc_J de F-Valor | Pr>F
amedia

Sitio 1 1856 1856 13.33| 0.0003
Blog(Sitio) 18 8784 488 3.50| <.0001
Fam 23 200388 8712 62.55| <.0001
Sitio*Fam 23 9742 424 3.04| <.0001
Error 414 57667 139

Total 479 278438

Anexo 4. Analisis de varianza parala variable: Porcentaje de germinacion (PG)

Cuadro 11. Niveles de significancia Tukey para la variable: Porcentaje de germinacion
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Anexo 5. Anélisis de varianza para la variable: Area foliar — 9 meses

Cuadro 12a. Andlisis de varianza global para la variable: Area foliar — 9 meses

Fuente DF | Tipo Ill SS dC”adrad‘.’ F-Valor | Pr>F

e la media

Sitio 1 636128 636128| 37.65| <.0001

Bloq(Sitio) 18 360675 20037| 16.37| <.0001

Fam 23 389851 16950|  9.50| <.0001

Sitio*Fam 23 41042 178 1.34| 0.1366

Blog*Fam(Sitio) | 397 582745 1468 1.80| <.0001

Error 4152 3383802 815

Total 4614| 6197831

Fuente | DF | Tipo Il SS dCuadrad(_) F-vValor | Pr>F
e la media
Bloq 9 127704 14189 18.01| <.0001
Fam 23 109987 4782 5.71| <.0001
Blog*Fam | 196 180467 921 1.67| <.0001
Error 1995 1099973 551
Total 2223 1642016

Cuadro 12c. Andlisis de varianza para la variable: Area foliar — 9 meses en Arroyo

Colorado

. Cuadrado
Fuente DF | Tipo lll SS de la media F-Valor | Pr>F
Bloq 9 232971 25886 15.80| <.0001
Fam 23 349614 15201 8.01| <.0001
Blog*Fam| 201 402279 2001 1.89| <.0001
Error 2157 2283830 1059
Total 2390 3445145

Cuadro 12b. Andlisis de varianza para la variable: Area foliar — 9 meses en lIAF-Posta
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Gréfica 9. Area foliar — 9 meses. Se muestran los niveles de significancia de Tukey.
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Anexo 6. Andlisis de varianza para la variable: Area foliar — 14 meses

Cuadro 13. Analisis de varianza para la variable: Area foliar — 14 meses
Fuente | DF | Tipouiss | Cuadradode |0 | prsp
la media
Bloque 5 15286 3057 0.7| 0.6269
Vivero 1 286 286 0.07| 0.7988
Familia 23 430907 18735 4.26| <.0001
Error 544 2390636 4395
Total 573 2837207
Area Foliar - Campo - 14 Meses
260
& 200 _::CEEECHEEEE
180 Uuszzzaifzzz_
140 =
4 7 2023102224 1 2 181121 6 12 313 B 12 5 9 16 1417 15
Familias
Gréfica 10. Area foliar — 14 meses.

Se muestran los niveles de significancia de Tukey.
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Anexo 7. Analisis de varianza para la variable AF — 20 meses

Cuadro 14. Andlisis de varianza para la variable: AF - 20 meses

o
o

)

Bloque 5 13057 2611 1.95| 0.0838
Vivero 1 360 360 0.27| 0.6040
Familia 23 120658 5246 3.93 | <.0001
Error 544 726878 1336
Total 573 860937
Reduccion de area foliar
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Gréfica 11. Reduccion de AF por estrés hidrico. Se muestran los niveles de significancia

de Tukey.
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Anexo 8. Analisis de varianza para la variable: NUmero de hojas

Cuadro 15a. Andlisis de varianza global para la variable: No. de hojas — 9 meses

Fuente DF | Tipo lll SS dCuadrad(_) F-Valor | Pr>F

e la media

Sitio 1 725 725 1454 0.0012

Bloq(Sitio) 18 1080 60 17.73| <.0001

Fam 23 439 19.11 4.81| 0.0002

Sitio*Fam 23 91 3.97 1.07| 0.3763

Blog*Fam(Sitio) | 397 1632 4.11 1.9| <.0001

Error 4152 8968 2.16

Total 4614 13978

Fuente | DF | Tipo Ill SS dCuadrad(_) F-vValor | Pr>F
e la media
Bloq 9 537 60 18.63| <.0001
Fam 23 207 8.98 2.59| 0.0002
Blog*Fam | 196 767 3.91 2.02| <.0001
Error 1995 3872 1.94
Total 2223 5861

meses

Fuente | DF | Tipo liiss | 2429390 | Evaior | pr>F

e la media
Blog 9 543 60.32| 16.95| <.0001
Fam 23 334 1450  3.54] <.0001
Blog*Fam | 201 866 4.31 1.82| <.0001
Error | 2157 5097 2.36
Total | 2390 7281

Cuadro 15b. Analisis de varianza para la variable: No. de hojas en IIAF-Posta — 9 meses

Cuadro 15c. Analisis de varianza para la variable: No. de hojas en Arroyo Colorado — 9
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Grafica 12. No. de hojas — 9 meses. Se muestran los niveles de significancia de Tukey.

Cuadro 16. Analisis de varianza para la variable: No. de hojas — Campo - 14 meses

Fuente | DF | Tipo Ill SS dC”adrad‘.’ F-valor | Pr>F
e la media

Bloque 5 7.14 1.43 0.23| 0.9482

Vivero 1 1.14 1.14 0.19| 0.6663

Familia 23 749 32.58 5.30| <.0001

Error 544 3341 6.14

Total 573 4099
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Gréfica 13. No. de hojas — Campo — 14 Meses. Se muestran los niveles de significancia
de Tukey.
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Anexo 9. Analisis de varianza para la variable: Peso de hoja

Cuadro 17. Andlisis de varianza global para la variable: Peso de hoja — 9 meses.

Fuente DF | Tipouiss | C42drade fp v | prsF

de la media

Sitio 1 231 231| 67.30] 0.0005

Bloq(Sitio) 4 11.67 2.92]  1.35| 0.2580

Fam 23 211 9.16]  3.39] 0.0025

Sitio*Fam 23 62.21 270]  1.24] 02275

Blog*Fam(Sitio) | 91 199 218]  1.14] 0.2148

Error 267 512 1.92

Total 409 1253

Cuadro 18. Analisis de varianza global para la variable: Peso de hoja — 14 meses.

Cuadro 19. Andlisis de varianza global para la variable

Fuente | DF Tipo Il SS dCuadrad(_) F-Valor | Pr>F
e la media

Bloque 3 494 1.65 0.25| 0.8648

Vivero 1 0.87 0.87 0.13| 0.7182

Familia 23 467.3 20.32 3.03| <.0001

Error 352 2364 6.71

Total 379 2837

: Peso de hoja — 20 meses.

: Cuadrado F-
Fuente | DF Tipo lll SS de lamedia | Valor Pr>F
Bloque 2 29.94 14.97 1.43| 0.2424
Vivero 1 3.75 3.75 0.36| 0.5505
Familia 23 713.28 31.01 2.95| <.0001
Error 259 2721 10.5
Total 285 3467
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Cuadro 20. Andlisis de varianza global para la variable: Tamafio de hoja — 9 meses

Anexo 10. Andlisis de varianza para la variable: Tamafio de Hoja (TH)

Fuente DE | Tipo mss | S43dr@do | e yior | Prs>E

de la media

Sitio 1 1481 1481| 26.74| 0.0075

Bloq(Sitio) 4 223 55.83| 2.50| 0.0474

Fam 23 2453 106.64| 4.84| 0.0002

Sitio*Fam 23 507 22.03| 098 0.4938

Blog*Fam(Sitio) | 91 2050 2253|  1.14| 0.2095

Error 267 5268 19.73

Total 409 12205

Cuadro 21. Andlisis de varianza para la variable: Tamafio de hoja — 14 meses

Cuadro 22. Analisis de varianza para la variable: Tamafio de hoja — 20 meses

Fuente | DF Tipo Il SS dCuadradQ F-Valor | Pr>F
e lamedia

Bloque 3 3.13 1.04 0.02| 0.9964

Vivero 1 7.52 7.52 0.14| 0.7093

Familia 23 3821 166.14 3.07| <.0001

Error 352 19027 54.05

Total 379 22857

: Cuadrado F-
Fuente | DF Tipo lll SS de la media | Valor Pr>F
Bloque 2 89.17 44,58 0.55| 0.5774
Vivero 1 19.98 19.98 0.25| 0.6198
Familia 23 4487 195.07 2.41| 0.0005
Error 259 20977 80.99
Total 285 25569
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Anexo 11. Analisis de varianza para la variable: Grados Brix

Cuadro 23. Analisis de varianza para la variable: Grados Brix — 9 meses

Fuente DF |Tipomss | Cuadrado | oy or | praF

de la media

Sitio 1 0.12 0.12| 027 0.6399

Bloq(Sitio) 4 1.99 050| 152 0.2031

Fam 23 12.25 053] 1.86| 0.0723

Sitio*Fam 23 6.60 029] 086 0.6439

Blog*Fam(Sitio) | 91 30.08 033| 1.21| 01251

Error 267 73.62 0.28

Total 409 124.45
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Anexo 12. Andlisis de varianza para la variable: REP (Red Edge Position)

Cuadro 24. Andlisis de varianza global para REP — 9 meses

Fuente o | e s | SEE e | e

de la media

Sitio 1 93 93| 551 | 0.0760

Bloq(Sitio) 4 66 16.42| 568| 0.0004

Fam 23 204 887| 265| 00118

Sitio*Fam 23 77 335 1.15| 03136

Blog*Fam(Sitio) | 91 272 299  221| <0001

Error 267 361 1.352

Total 409 1039

Cuadro 25. Analisis de varianza para la variable: REP — 14 meses

: Cuadrado F-
Fuente | DF Tipo Il SS de lamedia | Valor Pr>F
Bloque 3 29.9 9.98 2.07| 0.1037
Vivero 1 30.64 30.64 6.36| 0.0121
Familia 23 203 8.83 1.83| 0.0119
Error 352 1696 4.81
Total 379 1962

Cuadro 26. Andlisis de varianza para la variable: REP — 20 meses

: Cuadrado F-
Fuente | DF Tipo lll SS de lamedia | Valor Pr>F
Bloque 2 48.42 24.21 2.87| 0.0585
Vivero 1 1.9 1.9 0.23| 0.6353
Familia 23 504 21.91 2.60| 0.0001
Error 259 2185 8.43
Total 285 2742
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Grafica 14. Correlacion entre indices de reflectancia REP - MTCI
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