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RESUMEN: Agave durangensis Gentry es una especie de importancia económica en el 
sur del Estado de Durango, ya que representa el principal recurso para la elaboración de 
mezcal con denominación de origen. Dado que su reproducción es principalmente 
sexual, el conocimiento sobre la calidad del polen en distintas condiciones de 
almacenamiento y periodos de tiempo es fundamental para el desarrollo de programas 
de cultivo, mejoramiento y conservación. En el presente estudio se evaluó la viabilidad 
y la germinación del polen de esta especie en relación a dos condiciones de temperatura 
y diferente tiempo de almacenamiento. La viabilidad se evaluó mediante la técnica de 
tinción de Alexander y la germinación mediante el conteo de tubos polínicos 
desarrollados en un medio de cultivo nutritivo; ambos resultados se expresaron en 
porcentaje relativo. Los datos obtenidos en un periodo de seis meses mostraron una 
disminución de la viabilidad de 6,54% a 4°C y de 7,83% a temperatura ambiente, 
mientras que la germinación mostró una disminución de 58,75% a 4°C y del 98,20% a 
temperatura ambiente. Se encontró una correlación entre ambos viabilidad y 
germinación, por lo que es importante el estudio tanto de la viabilidad como de 
germinación para determinar la calidad del polen. Al no haber estudios sobre la calidad 
del polen de Agave durangensis en diferentes condiciones, este trabajo aporta 
información importante para la comprensión y conservación de la especie. 
Palabras clave: Polen, Agave durangensis, calidad del polen, almacenamiento, 
temperatura 

 
ABSTRACT: Agave durangensis Gentry is an economically important species in 
southern Durango, as it is the main resource for the production of mezcal with a 
designation of origin. Since its reproduction is mainly sexual, knowledge of pollen 
quality under different storage conditions and periods is essential for the development, 
improvement, and conservation of cultivation programs. This study evaluated the 
viability and germination of pollen from this species under two temperature conditions 
and different storage times. Viability was evaluated using Alexander's staining 
technique, and germination was assessed by counting the number of pollen tubes 
developed in a nutrient culture medium. Both results were expressed as percentages. The 
data obtained for six months  showed a decrease in viability of 6,54% at 4°C and 7,83% 
at room temperature, while germination showed a decrease of 58,75% at 4°C and 98,20% 
at room temperature. A correlation was found between viability and germination; 
therefore, it is important to study both viability and germination to determine pollen 
quality. Since there are no studies on the quality of Agave durangensis pollen under 
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different conditions, this study provides important information for the understanding and 
conservation of the species. 
Key words: Pollen, Agave durangensis, pollen quality, storage, temperature 
 
 
INTRODUCCIÓN  
 
En el estado de Durango se han registrado 30 especies de la subfamilia Agavoideae, de las cuales 
20 pertenecen al género Agave (González-Elizondo et al., 2009). Entre ellas se destaca Agave 

durangensis Gentry, conocida popularmente como maguey cenizo, una especie endémica del sur 
de Durango y del norte de Zacatecas, México, lo que refuerza el interés en desarrollar estrategias 
de protección. Esta planta posee un notable valor económico, cultural y ecológico (Vázquez-
García et al., 2007; López-Serrano et al., 2022). Agave durangensis es la principal especie 
utilizada en la producción regional de mezcal, producto que cuenta con denominación de origen 

(Rosas et al., 2014). No obstante, la escasez de plantaciones y la recolección intensiva de 
ejemplares silvestres podrían poner en riesgo tanto a sus poblaciones naturales como a la especie 
en general (Olivas et al., 2007; Loera-Gallegos et al., 2018; Rosales-Mata et al., 2014). 
La reproducción por semilla constituye la principal estrategia de Agave durangensis (Gallegos-
Hernández et al., 2024). En este proceso, el polen desempeña un papel clave, influyendo 
directamente en su éxito reproductivo (Opedal et al., 2023). Diversos autores han evaluado la 
viabilidad y germinación como indicadores clave de la calidad del polen en distintas especies 
vegetales, aplicando distintas metodologías (González et al., 1999; Lata et al., 2018; Bonilla-
Sánchez & Mosquera-Mosquera, 2019).  
Los estudios sobre la calidad del polen son fundamentales para las investigaciones relacionadas 
con la reproducción sexual de la planta, ya que proporciona información sobe biología 
reproductiva, fertilidad, incompatibilidad, esterilidad e interacciones del polen (Aslay et al., 
2023). Guataquira et al.  (2019) consideran a la viabilidad como la presencia de contenido celular 
al interior del grano vivo, mientras que Tuinstra & Wedel (2000) definen la germinación como 
la capacidad del polen para desarrollar el tubo polínico a través del cual viajará el núcleo 
espermático para fertilizar la ovocélula del óvulo. Aunque ambos aspectos estén estrechamente 
relacionados, su dependencia no es absoluta. La viabilidad es una condición necesaria para la 
germinación, pero no garantiza que el grano sea capaz de desarrollar un tubo polínico funcional, 
ya que este proceso depende además de factores fisiológicos y de las condiciones del medio 
ambiente (Dafni & Firmage, 2000).  
Las técnicas de tinción (técnicas indirectas) tienen como objetivo revelar el contenido 
citoplasmático, el núcleo y la integridad de la membrana, mientras que las pruebas de 
germinación (técnicas directas) ofrecen una visión de la cantidad real de granos de polen fértil en 
condiciones adecuadas, ya que los nutrientes del medio de crecimiento presentan condiciones 
similares al estigma del pistilo para que el tubo polínico pueda desarrollarse (Kadluczka et al., 
2021). Por lo anterior, las pruebas de tinción pueden sobreestimar la fertilidad real del polen, por 
lo que por sí solas no muestran la realidad de la calidad del polen, la evaluación en conjunto de 
viabilidad y germinación proporciona una estimación más certera.  
El desarrollo de protocolos que permiten mantener granos de polen viables y con la capacidad de 
germinar resultan útiles para ser utilizados en programas de conservación in situ y ex situ de 
plantas. El almacenamiento de grandes cantidades de polen también puede contribuir al desarrollo 
de programas de conservación de la diversidad genética y de reproducción, especialmente en 
especies amenazadas, con poblaciones pequeñas y poco numerosas (Anushma et al., 2024; 
Wolkis et al., 2024), o con distribución natural restringida, como es el caso de A. durangensis.   
A pesar de la importancia económica de A. durangensis y de que su principal mecanismo de 
reproducción es a través de la producción de semillas, hasta donde fue posible investigar para la 
realización del presente trabajo, no existen estudios sobre la calidad del polen para la especie. 
Esto contrasta con lo que ha ocurrido con otras especies del género Agave, algunas de las cuales 
tienden a la reproducción vegetativa como la principal estrategia para establecer plantaciones o 
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mantener sus poblaciones naturales. Tal es el caso de los estudios de mecanismos de propagación 
para A. fourcroydes y A. tequilana (Infante et al., 2003; Abraham et al., 2009).  
En este contexto, el objetivo del presente trabajo es determinar la viabilidad y germinación del 
polen de Agave durangensis almacenado a temperatura ambiente y 4°C, en diferentes tiempos de 
almacenamiento durante un periodo de seis meses. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material vegetal  
En junio del 2024 se seleccionaron y colectaron las panículas que tuvieran las flores con anteras 
inmaduras provenientes de cinco ejemplares de A. durangensis cultivados en el vivero del Centro 
Interdisciplinario de Investigación para el Desarrollo Integral Regional Unidad Durango del 
Instituto Politécnico Nacional (24°03'05"N, 104°36'41"O). Las panículas fueron colocadas en 
condiciones de laboratorio para completar su maduración siguiendo la metodología descrita por 
Rodríguez-Garay et al. (2018). Durante los primeros días de la dehiscencia de las anteras el polen 
fue recolectado utilizando una brocha, golpeando suavemente o cepillando las anteras 
dehiscentes, lo que permitió su depósito en cajas Petri. 
 
Almacenamiento de polen 
El polen fue secado durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, se prepararon 14 alícuotas de 
polen por individuo, que fueron depositadas en tubos Eppendorf de 2 mL, totalizando 70 
muestras.  Estas se almacenaron bajo dos condiciones de temperatura: ambiente (23,5 ± 1,3 °C) y 
refrigeración a 4 °C, utilizando perlas de sílica como desecante dentro de frascos herméticos. Las 
muestras se analizaron en los días 1, 2, 4, 8, 16, 30, 60, 120 y 180 para ambas condiciones de 
temperatura. 
 
Prueba de viabilidad 
La estimación del porcentaje de viabilidad del polen se determinó mediante el método de tinción 
de Alexander, siguiendo las modificaciones de Peterson et al. (2010). Se aplicaron de 2 a 4 gotas 
de la solución colorante en un portaobjetos, conteniendo una muestra de polen (aproximadamente 
0,8 mg). Se calentó lentamente el portaobjetos sobre un mechero de alcohol en una campana 
extractora hasta que la solución de tinción estuvo a punto de hervir (aprox. 30 seg). Se movió 
brevemente el portaobjetos dentro y fuera de la flama, para facilitar que el tinte se absorbiera por 
completo en los granos de polen. Se colocó un cubreobjetos sobre la muestra y se aplicó presión 
para que el tinte cubriera uniformemente los granos. Finalmente, las muestras fueron examinadas 
en microscopio óptico (Leica DMi1), utilizando el objetivo de 10x. Se contabilizaron los granos 
de polen viables, identificados por estar teñidos de rojo, y los no viables, teñidos de verde, 
considerando la totalidad del campo visual. Los conteos se realizaron por triplicado, utilizando 
tres preparaciones independientes por muestra. La viabilidad se expresó como porcentaje relativo 
de granos viables aplicando la siguiente fórmula:  
 Viabilidad (%) = Número de granos viablesNúmero de granos observados   𝑥 100 

 
 
Prueba de germinación 
La estimación del porcentaje de germinación se realizó colocando aproximadamente 0,3 mg de 
polen sobre portaobjetos que contenían 40 µL de medio Brewbaker & Kwack (1963), sin 
esterilizar. El medio contenía sacarosa (100 g/L), ácido bórico (100 mg/L), nitrato de calcio (300 
mg/L), sulfato de magnesio (200 mg/L), y nitrato de potasio (100 mg/L). Los portaobjetos se 
colocaron en cajas Petri con papel filtro humedecido en el fondo y se incubaron en oscuridad 
durante 2 h a 24°C. Pruebas preliminares indicaron que después de 2 h se lograba la longitud 
adecuada de los tubos polínicos y la mayor proporción de germinación. Los conteos de granos 
germinados se realizaron con un microscopio óptico, en un aumento de 10x. Se consideró un 
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grano germinado cuando el tubo polínico, emergido a través de la ectoabertura, alcanzó una 
longitud del tubo mayor que el diámetro del grano de polen. Las observaciones se realizaron por 
triplicado. La germinación se cuantificó considerando el porcentaje de granos de polen 
germinados en la totalidad del campo mediante la siguiente formula: 
 Germinación (%) = Número de granos germinadosNúmero de granos observados   𝑥 100 

 
Análisis de datos 
Para evaluar diferencias significativas entre los efectos del tiempo de almacenamiento y las 
temperaturas sobre la viabilidad y germinación del polen, primeramente, se evaluó la normalidad 
y homogeneidad de los datos, y después se realizó un análisis de varianza (ANOVA), utilizando 
los softwares InfoStat (Di Rienzo et al., 2010) y GraphPad Prism 8 versión 10.0.2 (GraphPad 
Software, 2024). Las medias correspondientes a las diferentes condiciones experimentales se 
compararon mediante la prueba de Duncan. La correlación entre viabilidad y germinación del 
polen se determinó mediante el coeficiente de Pearson, utilizando el software R versión 4.4.1 (R 
Core Team, 2024). 
 
 
RESULTADOS 
 
Evaluación de la viabilidad del polen 
La viabilidad del polen de A. durangensis al día de la colecta varió entre el 90,8% y el 95,9%. 
Las micrografías mostraron un alto porcentaje de granos viables al inicio del experimento, así 
como ligeros cambios visibles al final el periodo de experimentación (Figura 2). Bajo condiciones 
de almacenado a 4°C, el polen presentó una disminución no significativa en su viabilidad durante 
los primeros 8 días. A partir de ese momento, las diferencias entre los distintos tiempos de 
almacenamiento se volvieron significativas con respecto al día 1 (Figura 2). En esta condición, 
la máxima reducción registrada en la viabilidad fue del 6,54% al finalizar el experimento, en el 
día 180.  
En contraste con el almacenamiento a 4°C, las diferencias significativas en la viabilidad del polen 
a temperatura ambiente se presentaron a partir del día 30. Al finalizar el experimento, el día 180, 
se observó una disminución del 7,3% en comparación con el valor inicial. 
En el presente estudio, no se encontró una interacción significativa entre la temperatura y el 
tiempo de almacenamiento (p>0.05). Tampoco se observaron diferencias significativas en la 
viabilidad del polen entre las dos temperaturas evaluadas (p>0.05), manteniendo su potencial de 
sobrevivencia bajo ambas temperaturas con ligeras reducciones; sin embargo, se observaron 
diferencias significativas en la viabilidad a lo largo del tiempo (p < 0.05). 
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Figura 1. Comportamiento de viabilidad del polen de Agave durangensis (Imágenes representativas; n=5). a) Primer 
día de recolección. b) Final del tiempo de experimentación en almacenamiento de 4°C. c) Final del tiempo de 
experimentación en almacenamiento a temperatura ambiente. 
Figure 1. Viability behavior of Agave durangensis pollen (Representative images; n=5). a) First day of collection. b) 
End of the experiment period in storage at 4°C. c) End of the experiment period in storage at room temperature. 
 

 

 
Figura 2. Viabilidad de polen de Agave durangensis en siete periodos de tiempo de almacenamiento bajo dos 
condiciones de temperatura. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los periodos de tiempo. 
Figure 2. Viability of Agave durangensis pollen in seven storage time periods under two temperature conditions. 
Different letters indicate significant differences between time periods. 

 
 
Dinámica de germinación del polen 
La Figura 3 muestra la evolución de la germinación del polen bajo ambas temperaturas de 
almacenamiento. A 4°C, las diferencias significativas se observaron a partir del día 4 respecto al 
primer día. Al final de tiempo de experimentación (día 180), y a esta temperatura (4°C), la 
reducción promedio de la germinación, con respecto al día 1, fue de 58,75%. A temperatura 
ambiente, diferencias significativas se registraron de igual forma a partir del día 4. En los días 
120 y 180, se registró una reducción severa de la germinación del polen, alcanzado un promedio 
de 98,20% al día 180, con respecto al día 1.  
Las micrografías evidenciaron la disminución del crecimiento del tubo polínico en el día 180, 
principalmente a temperatura ambiente (Figura 4). A partir del día 30 se observaron diferencias 
significativas en la germinación del polen entre las dos temperaturas. El análisis de varianza 
reveló resultados estadísticamente significativos en la interacción de la temperatura y el tiempo 
(p<0.05), además en el efecto de la temperatura (p<0.05) y tiempo (p<0.05) sobre la capacidad 
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de germinación del polen. Los resultados revelaron que la temperatura de 4°C mantiene 
capacidades más altas de germinación del polen de A. durangensis que la temperatura ambiente 
a cualquier tiempo de almacenamiento evaluado. 
 

 
Figura 3. Germinación de polen de Agave durangensis en siete tiempos de almacenamiento bajo dos condiciones de 
temperatura. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los periodos de tiempo.  
* Indica diferencias significativas entre las temperaturas. 
Figure 3. Germination of Agave durangensis pollen for seven storage periods under two temperature conditions. 
Different letters indicate significant differences between time periods.  
* Indicates a significant difference between temperatures. 

 
 

 
Figura 4. Evolución de germinación del polen de Agave durangensis (Imágenes representativas; n=5). a) Primer día 
de recolección. b) Final del tiempo de experimentación en almacenamiento a 4°C. c) Final del tiempo de 
experimentación en almacenamiento a temperatura ambiente. 
Figure 4. Germination evolution of Agave durangensis pollen (Representative images; n=5). a) First day of collection. 
b) End of the experiment period in storage at 4°C. c) End of the experiment period in storage at room temperature. 
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Relación estadística entre viabilidad y germinación 
Se encontró una correlación significativa entre la viabilidad y la germinación del polen (p= 0.021, 
p= 0.0011) (Figura 5).  La correlación más alta se observó a temperatura ambiente (R=0.32), en 
general, las correlaciones entre ambas variables en las dos temperaturas experimentales fueron 
moderadas. 
 

 
Figura 5. Correlación entre viabilidad y germinación in vitro de polen de Agave durangensis bajo diferentes 
condiciones de almacenamiento 
Figure 5. Correlation between viability and in vitro germination of Agave durangensis pollen under different storage 
conditions 

 
 

DISCUSIÓN 
 
Las variables ambientales y el tiempo desde la colecta del polen son importantes para la viabilidad 
y difiere con cada especie. Autores como Aldahadha et al. (2020) y Ćalić et al. (2021) encontraron 
una interacción significativa entre la temperatura y el tiempo, así como diferencias significativas 
de acuerdo con la temperatura (Kadri et al., 2022). Khan et al. (2024) y Aldahadha et al. (2020) 
coinciden en postular que el tiempo de almacenamiento es un factor determinante que provoca 
disminuciones significativas en la viabilidad de polen almacenado. 
Los resultados del presente estudio revelaron que la temperatura no provocó disminución 
significativa de la viabilidad del polen de A. durangensis, en ninguno de los tiempos de 
almacenamiento evaluados, lo que está en desacuerdo con lo reportado por Kadri et al. (2022) 
para Phoenix dactylifera L.  y por Aldahadha et al. (2020) para Pistacia vera L.  
Algunos autores (Kadri et al., 2022; Ćalić et al., 2021; Novara et al., 2017) han reportado que las 
condiciones de almacenamiento influyen en la viabilidad del polen en distintas especies, siendo 
4°C la temperatura que mejor preserva su viabilidad.  Los resultados del presente estudio 
revelaron que la viabilidad del polen de A. durangensis fue la más alta, aunque no 
significativamente, a temperatura de 4°C que a temperatura ambiente, dado que la exposición a 
temperaturas mayores de 28°C podría acelerar el envejecimiento del polen, lo que conlleva daños 
en la integridad intracelular, aceleración de la actividad enzimática y acumulación de radicales 
libres, afectando negativamente su conservación a largo plazo (Wang et al., 2010), el 
almacenamiento a 4°C podría representar una mejor opción de almacenamiento. 
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En promedio, la viabilidad del polen de A. durangensis se redujo 6,7% al final del tiempo de 
experimentación, respecto al primer día, lo cual es relativamente bajo comparado con reducciones 
reportadas para el polen de Paeonia lactiflora Pall (Du et al., 2019) y Pistacia vera (Aldahadha 
et al., 2020). Nuestros resultados sugieren que el polen de Agave durangensis mantiene su 
potencial de sobrevivencia bajo distintas temperaturas. Este hallazgo podría ser útil para controlar 
el proceso de envejecimiento del polen y prolongar su preservación en el tiempo. 
El potencial de germinación varía entre especies, puede ser corta como en Leonurus cardiana L. 
que retiene esta capacidad durante 50 días (Shekari et al., 2016) o tan larga como en Paeonia 

ostii que tiene la capacidad de retenerla más de 300 días a 4°C (Li et al., 2023). Algunos autores 
reportaron resultados estadísticamente significativos en la interacción de la temperatura y tiempo, 
en la determinación del potencial de germinación, además de diferencias significativas en este 
potencial debidas a la temperatura y también en el tiempo de almacenamiento (Aldahadha et al., 
2020; Ćalić et al., 2021; Shekari et al., 2016). Para A. durangensis, la temperatura tuvo un 
impacto sobre la germinación del polen y diferencias significativas se pueden observar 
claramente a partir del día 30, siendo significativamente baja a los 120 y 180 días de 
almacenamiento a temperatura ambiente (Figura 2). En general, los resultados del presente 
estudio sugieren que el almacenamiento a 4°C ayuda a preservar la capacidad germinativa del 
polen de Agave durangensis durante un período más prolongado en comparación con la 
temperatura ambiente. La reducción progresiva observada en ambas temperaturas (ambiente y 
4°C) indica que la longevidad del polen es relativamente alta, comparado con lo reportado para 
Agave tequilana Weber var. azul y Agave angustifolia Haw (López & Rodríguez, 2008). Nuestros 
resultados revelan información importante para establecer estrategias de almacenamiento óptimas 
para la conservación del polen de A. durangensis, que puede contribuir al desarrollo de programas 
de reproducción y manejo genético. 
La conservación de la germinación del polen a bajas temperaturas se debe a la reducción de 
procesos degradativos, menor actividad enzimática, estabilización de membranas, menos estrés 
oxidativo, diminución de ROS (Especies reactivas de oxígeno) (Beltrán et al., 2019; Ćalić et al., 
2021; Muhlemann et al., 2018; Wang et al., 2010). Además, almacenar polen con bajo contenido 
de humedad prolonga su longevidad, ya que la humedad puede favorecer procesos no deseados 
como la proliferación microbiana (Ateyyeh, 2012; Jalca et al., 2019). En el presente estudio se 
tuvo el cuidado, almacenando el polen de A. durangensis en contenedores con sílica gel.  
No existe consenso entre los reportes sobre la correlación entre viabilidad y germinación del 
polen, ya que la correlación resultante se ve afectada por el método utilizado para estimar la 
viabilidad. Así como Ng & Daniel (2000) no encontraron correlación entre la viabilidad y 
germinación del polen de Dioscorea rotundata otros autores si lo hicieron. Por ejemplo, Novara 
et al. (2017) reportaron para el polen de Corylus avellana una correlación significativa alta entre 
la viabilidad, determinada mediante método de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) y la 
germinación, mientras que esos mismos autores reportaron una correlación que bajó de magnitud 
cuando la viabilidad se determinó mediante fluoresceína. Sin embargo, correlaciones 
significativamente altas entre la viabilidad y la germinación del polen de pistache (Pistacia vera) 
fueron reportadas por Aldahadha et al. (2020), utilizando distintos métodos de tinción 
(yodo+yoduro de potasio o bien, solución de safranina). Los resultados del presente estudio 
revelaron una correlación significativa entre la viabilidad, determinada por tinción de Alexander 
y la germinación de A. durangensis. Nuestros resultados, los de Aldahadha et al. (2020) y Novara 
et al. (2017) sugieren que es importante seleccionar técnicas apropiadas o una combinación de 
ellas para estimar con precisión la viabilidad y así la calidad polen. La estimación de  la viabilidad 
y de la germinación deben considerarse como dos herramientas complementarias para evaluar la 
calidad del polen de diferentes especies (Rodríguez-Riano & Dafni, 2000). 
La técnica de tinción permitió una aproximación practica a la viabilidad al evidenciar la presencia 
e integridad del citoplasma de los granos de polen, sin embargo, estudios comparativos como el 
de Passarelli (1999), que evalúa la técnica de tinción, germinación in vitro y técnica 
fluorocromática, indican que los resultados obtenidos por tinción deben interpretarse con 
precaución, ya que no indican necesariamente la funcionalidad metabólica completa. Dado lo 
anterior, la técnica fluorocromática basada en diacetato de fluoresceína puede considerarse como 
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una herramienta complementaria para fortalecer la estimación de la viabilidad (Shivanna & 
Rangaswamy, 1992). 
 
 
CONCLUSIÓN 
 
La viabilidad y la germinación del polen de Agave durangensis disminuyen en diferente magnitud 
bajo diferentes temperaturas y tiempos de almacenamiento, siendo la germinación la más 
afectada, principalmente a temperatura ambiente. El almacenamiento a 4°C permite una mejor 
conservación de la germinación que la temperatura ambiente durante un periodo de 180 días. Esta 
información es útil para el desarrollo de programas de propagación para el establecimiento de 
plantaciones, de fertilización artificial y mejoramiento, entre otros, para A. durangensis. La 
viabilidad y el potencial de germinación es diferente en polen de distintas especies, esto hace 
difícil establecer una tendencia universal en su conservación o degradación, por lo que deben 
determinarse de manera específica. Aunque la viabilidad y la germinación disminuyen en 
diferentes magnitudes, hay una correlación significativa entre ellas para el polen de A. 

durangensis, lo que resalta la importancia de considerar ambos aspectos al evaluar la calidad del 
polen de la especie. 
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