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RESUMEN

DIVERSIDAD GENETICA EN POBLACIONES DE AGAVES PULQUEROS
DEL NORORIENTE DEL ESTADO DE MEXICO.

Guillermo Alfaro Rojas. Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola. Departamento de Fitotecnia.
Universidad Auténoma Chapingo.
(Bajo la Direccién del Dr. Juan Porfirio Legaria Solano).

Esta investigacion se realiz6 en parcelas de maguey, del Nororiente del Estado de México y el
Laboratorio de Biotecnologia Agricola, ubicado en el Campo Experimental del Valle de México. Se
muestrearon y analizaron seis poblaciones de magueyes pulqueros (Manso, Ayoteco, Verde, Carrizo,
Negro y Xilometl), para estimar la diversidad genética entre y dentro de las mismas, obtener las
huellas genéticas correspondientes, asi como realizar comparaciones para diferenciar las variantes de
maguey pulquero. Se utilizaron marcadores tipo RAPD (Polimorfismos en el ADN Amplificados al
Azar) y algunas variables morfolégicas. En el estudio se evaluaron 20 iniciadores de los que 13
rindieron productos de amplificacién: OPAO1, OPA0O2, OPA03, OPA04, OPA05, OPAQ07, OPAD9,
OPA10, OPA13, OPA14, OPA15, OPA19 y OPA20, de Operon Technologies®. Los productos
amplificados mediante PCR se separaron en geles de agarosa al 1.2 %, se tifleron con bromuro de
etidio, se fotografiaron y finalmente se documentaron. Se encontrd una correlacién positiva entre el
numero de hojas y la altura de planta, altura de planta y largo de hojas, altura de planta y el numero de
espinas laterales, asi como entre el nimero de hojas y largo de hojas. El analisis de varianza, mostré
diferencias significativas (a < 0.01) entre poblaciones para las variables: altura de planta, nimero de
hojas, largo de hojas, ancho de hojas, nimero de espinas laterales y longitud de espina principal. Los
discriminantes morfolégicos que permitieron separar a las poblaciones en cuatro grupos fueron la
longitud de espina principal y el nimero de espinas laterales, las cuales en conjunto explicaron el 94
% de la variacién. El porcentaje de loci polimérficos entre las poblaciones fue de 73.17 %; mientras
que dentro de las poblaciones para maguey Manso se detecté un polimorfismo de 32.52 %; para
Ayoteco, 32.52 %; Verde Temazcalapa, 12.20 %; Xilometl 22.78 %; Negro, 24.39 % y para Carrizo,
26.02 %,; indicando reducida variabilidad genética dentro de las poblaciones, lo que podria colocarlas
en un futuro en serio peligro de extincién. El coeficiente de diversidad de Nei (H) para todos los /oci
estudiados en las seis poblaciones de magueyes fue de 0.2757 + 0.1971, mientras que para maguey
Manso fue de 0.1211 + 0.1918, Ayoteco 0.1191 + 0.1878, Verde Temazcalapa 0.0384 + 0.1126,
Negro 0.0855 + 0.1682, Xilometl 0.0820 + 0.1695 y Carrizo 0.0860 + 0.1656, confirméandose la
reducida diversidad entre las poblaciones. El grado de flujo genético (Nm= 0.2394) fue bajo, y las
cruzas entre las poblaciones son raras, indicando que existe menos de un migrante entre las seis
poblaciones por generacion. El numero de alelos por locus (A) y el nimero efectivo de alelos (Ae) fue
semejante para las seis poblaciones. Con base en la distancia genética de Nei, los marcadores RAPD
permitieron separar a las poblaciones de maguey en dos grandes grupos, cada uno de los cuales
incluyé tres variantes relacionadas. Las poblaciones que se asociaron de manera mas estrecha en un
grupo fueron la especie Agave mapisaga Trel (maguey Carrizo) y la variante Verde Temazcalapa con
un valor de identidad de 0.9098, mismos que se relacionaron con maguey Xilometl con una similitud
de 0.8224; por el otro lado, en un segundo grupo hubo una asociacién muy cercana entre maguey
Manso (Agave salmiana var. Salmiana) y maguey Negro (0.8927), seguida de maguey Manso con
maguey Ayoteco con un valor de identidad de 0.8333. Los marcadores RAPD fueron altamente
eficientes para diferenciar y agrupar a cada variante de manera inequivoca.

Vi



SUMMARY

GENETIC DIVERSITY IN POPULATIONS OF AGAVES PULQUEROS
(AGAVE SPP.) FROM THE NORTHEAST OF MEXICO STATE

Guillermo Alfaro Rojas. Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola. Departamento de Fitotecnia.
Universidad Auténoma Chapingo.
(Under the direction of Dr. Juan Porfirio Legaria Solano).

In the present research six populations of maguey pulquero Manso (Agave salmiana
var. Salmiana), Ayoteco, Verde, Carrizo (Agave mapisaga Trel), Negro y Xilometl of
fields located in the Northeast of Mexico State were analyzed to determine the
genetic diversity among and within of them, to obtain the corresponding genetics
fingerprints, and also to carry out comparisons in order to differentiate and
distinguish between the different variants of maguey pulquero. RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) markers and some morphological variables were
analyzed. Analysis of variance showed significant differences (a < 0.01) between
populations in the traits: length of plant, number of leaves, length of leaves, width of
leaves, number of lateral thorns and length of principal thorn. The morphological
traits that permitted the separation of the populations into four groups were the
length of principal thorn and the number of lateral thorns and explained 94 % of the
total variation. The percentage total of polymorphic /loci was 73.17 %. In maguey
Verde Temazcalapa a polymorphism of 12.20 % was detected and in Manso and
Ayoteco, 32.52 %, indicating low genetic variability within the populations. Nei's
coefficient of diversity (H) of all /oci studied in the six populations of maguey was
0.2757 + 0.1971, confirming the low diversity within the populations. The level of
genetic flow (Nm= 0.2394) was low, this indicates that exists less than one migrant
per generation between the six populations. Based on Nei's genetic identity, the
RAPD markers permitted the separation of the populations of maguey in two large
groups; each of them included three related variants. The populations that were
associated with group one were Agave mapisaga Trel (maguey Carrizo) and the
variant Verde Temazcalapa with a value of identity of 0.9098, and there were related
to maguey Xilometl with a similarity coefficient of 0.8224. On the other hand, in a
second group a very close association between maguey Manso and maguey Negro
(0.8927) was determined, followed by maguey Manso with maguey Ayoteco, with
0.8333 of identity.
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I. INTRODUCCION
Los recursos biolégicos de nuestro planeta son vitales para el desarrollo econémico y
social de la humanidad. Por ello, hay un reconocimiento creciente de que la
diversidad biolégica es un activo global de enorme valor para las generaciones

presentes y futuras.

En México los recursos genéticos vegetales han estado ligados a su historia,
economia y cultura; han sido parte de la evolucion de la sociedad mexicana al
permitir, mediante su aprovechamiento, la supervivencia, crecimiento, desarrollo y
florecimiento de sus diferentes culturas; y actualmente constituyen la base de un
gran numero de sistemas de produccion, tradicionales y modernos, que se préctican

en la superficie agricola del pais.

La situacién actual de los recursos genéticos vegetales de México se caracteriza por
dos aspectos contrastantes. Por un lado estos recursos son importantes para la
produccion de alimentos y otros productos agricolas y, por btro, no existe interés en
su proteccion y adecuado aprovechamiento; esto ultimo como un mecanismo para
impulsar el desarrollo de la agricultura mexicana. Ademas, a pesar de que México es
uno de los centros principales de la diversidad bioldgica vegetal a nivel mundial y
centro de origen de la agricultura mesoamericana, carece de una politica de acciones

coordinadas para su conservacion y aprovechamiento.

Por otro lado, México es considerado centro de origen del género Agave, del que
segun Granados (1993) existen 272 especies. Las diferentes especies de agave se

han utilizado para satisfacer y complementar una serie de necesidades basicas:



alimento, fibras, forraje, medicamento, construccién y elaboracion de bebidas como

tequila, pulque, bacanora, mezcal y sotol (Ramirez et al., 2000).

El tipico maguey pulquero fue descrito por Karw, pero existe una gran diversidad de
agaves que producen aguamiel con caracteristicas que le confieren al pulque una
determinada calidad. El maguey Manso, cuyo nombre cientifico es Agave atrovirens
Karw es el tipico maguey del pulque. Sin embargo, son de 6 a 8 las especies de
maguey que se cultivan para la obtencién de aguamiel y la elaboracion de pulque

(Loyola, 1956).

No obstante que estos magueyes originalmente fueron seleccionados para la
obtencion de aguamiel y posterior produccién de pulque, en la actualidad si bien el
pulque sigue siendo un producto importante, las pencas, mixiotes, gusanos blancos y
rojos, asi como usos para la reforestacion han cobrado particular importancia, por lo
que la caracterizacion molecular y morfolégica aunado a la asociacién con los usos
actuales es impostergable para asi poder proteger las selecciones generadas por los

productores.

Los marcadores genéticos son importantes en muchas areas de la investigacion
biolégica; particularmente aquéllos que son clave en estudios genéticos de muchos
organismos. Estos han podido ser usados en agricultura'y ciencias ambientales,
diagnosticos médicos, jurisprudencia, procesos de inmigracion y otras areas

diferentes (Islam, 2004).



Debido a que el conocimiento de los recursos vegetales es estratégico para el
desarrollo de un pais y que México es centro de origen de los agaves, este estudio
pretendié conocer mas a fondo la diversidad actual que presentan los magueyes
pulgueros, mediante el uso de marcadores genético-moleculares RAPD
(Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar) y caracteres morfologicos, obteniend.o
las huellas genéticas de las variantes y especies que se siguen conservando en las

parcelas de los productores.
1.1. Objetivos

1. Caracterizar la diversidad de las especies y las variantes de seis agaves
pulqueros en la regién Nororiente del Estado de México, mediante el uso de
caracteres morfolégicos y marcadores moleculares tipo RAPD (Polimorfismos

de ADN Amplificados al Azar).

2. ldentificar las especies y las variantes mediante sus patrones RAPD vy
caracteristicas morfoldégicas y asociarlos con los usos que les dan los

productores.

Con base en los presentes objetivos, se plantean las siguientes hipotesis:

En las plantaciones comerciales de magueyes pulqueros existen variantes de
especies que han sido seleccionadas por sus caracteristicas agronomicas,

agroindustriales y usos particulares.



La diversidad de magueyes pulgueros no ha sido suficientemente estudiada y se
desconocen en gran medida las selecciones particulares de magueyes que los

productores han obtenido a lo largo de la historia de este cultivo.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Diversidad Genética

El término diversidad genética se utiliza para expresar la variabilidad de poblaciones
existentes dentro de una especie, género, familia de plantas, animales, insectos,
hongos, bacterias, virus u otros organismos. La diversidad génica o indice de
heterogeneidad es una medida estimada de la variaciébn génica en una poblacion que
es igual a la probabilidad de que genes escogidos al azar en dos 0 mas individuos no

sean idénticos (Nei y Roychoudhuri, 1974).

Los analisis sobre variabilidad de las poblaciones a partir de caracteres morfolodgicos
se realizan tratando de involucrar a todos los genes posibles en un organiémo, lo que
es practicamente imposible, ya que es necesario contar con poblaciones adecuadas
para la estimacion de las frecuencias génicas, tipo de accion geénica, interloci o
intralocus, 1o cual consume mucho tiempo. Adicionalmente, el manejo de caracteres

poligénicos o cuantitativos requiere de un mayor esfuerzo.

La genética de un caracter métrico gira alrededor del estudio de su variacion, ya que
es en términos de ésta, que son formuladas las preguntas genéticas primarias. La
idea basica del estudio de la variacién es la particién en componentes atribuibles a
diferentes causas. La magnitud relativa de estos componentes determina las
propiedades genéticas de una poblacion, en particular el grado de parecido entre

parientes (Falconer, 1972).



Hay dos formas de medir esta diversidad genetica, la identidad y la distancia
genética; la primera estima la proporcion de genes que tienen la misma estructura en
dos poblaciones y la segunda el numero de sustituciones alélicas por locus que han
ocurrido en la evolucién independiente de las poblaciones. Hay una sustitucion
alélica cuando un alelo es reemplazado por un alelo diferente, o cuando un conjunto

de alelos es reemplazado por un conjunto diferente (Ayala y Kiger, 1984).

Para los caracteres cuantitativos, los estudios de variabilidad o diversidad genética
son dificiles, debido a que el efecto de cada gen es pequefio con relacion al efecto
del genotipo total; existiendo expresiones idénticas que pueden ser producidas por
un numero muy grande de genotipos diferentes; las poblaciones, en su mayoria,
portan una gran variabilidad genética y las distintas expresiones pueden deberse a

causas ambientales o a la interaccion genotipo ambiente (Sahagun, 2002).

Ante esta situacién y el avance sobresaliente en el estudio del genoma basado en
técnicas de isoenzimas y marcadores genético-moleculares, la estadistica responde

como una herramienta fundamental en el estudio de la diversidad genética.

Sin embargo no se debe menospreciar el estudio de los caracteres morfologicos,
puesto que ofrecen caracterizaciones acordes a la realidad, principalmente en las
relaciones filogenéticas; de tal forma que el uso de estas herramientas en forma
integral pueden aportar resultados mucho mas confiables, ya que no necesariamente

un caracter esta gobernado por un solo gen (Ayala y Kiger, 1984).



Los recursos genéticos vegetales constituyen la base bioldégica de la seguridad
alimentaria del mundo y de México; y la supervivencia de la raza humana esta
asociada directa e indirectamente con ella. En México, los recursos genéticos
vegetales han estado ligados a su historia, economia y cultura; han sido parte de la
evolucién de la sociedad mexicana al permitir, mediante su aprovechamiento, la
supervivencia, crecimiento, desarrollo y florecimiento de sus diferentes culturas; vy
actualmente constituyen la base de un gran numero de sistemas de produccion,
tradicionales y modernos, que se practican en la superficie agricola del pais

(Ramirez et al., 2000).

La situacion actual de los recursos genéticos de México se caracteriza por dos
aspectos contrastantes. Por un lado estos recursos son importantes para la
produccién de alimentos y otros productos agricolas y, por otro, no existe interés en
su proteccion y adecuado aprovechamiento, esto ultimo como un mecanismo para
impulsar el desarrollo de la agricultura mexicana; ademas, a pesar de que México es
un megacentro de diversidad biolégica vegetal y'centro de origen de la agricultura
mesoamericana, carece de una politica de acciones coordinadas para su

conservacion y aprovechamiento (Ramirez et al., 2000).

El intenso deterioro actual de la biodiversidad, la erosiéon genética de las especies
utilizadas en la agricultura, la estrecha base genética de la mayoria de los cultivos
explotados en los paises desarrollados, la amenaza de plagas, enfermedadés y los
efectos de factores climaticos adversos sobre la agricultura, se encuentran entre las

causas de gran interés sobre la biodiversidad en general y en particular en las



especies Utiles para la alimentacion y la agricultura; es decir, en los recursos

genéticos (Ramirez et al., 2000).

2.2. Origen de los Agaves

México es considerado centro de origen del género Agave, del que segun varios
autores se han identificado entre 150 y 272 especies distintas (Granados, 1993;
Salas, 2001; Nobel, 1998: Rzedowski y Calderdn, 1990). Las diferentes especies de
agave se han utilizado para satisfacer y complementar una serie de neceéidades
basicas: alimento, fibras, forraje, medicamento, construccién y elaboracion de

bebidas embriagantes (Ramirez et al., 2000).

2.3. Caracteristicas Botanicas de los Agaves

Planta: Los agaves son plantas perennes, generalmente con vastagos presentes, en
ocasiones bulbiferas a nivel de la inflorescencia, raices fibrosas con desarrollo radial
somero, acaules o con los tallos cortos y gruesos, simples o ramificados; hojas
grandes, dispuestas en roseta, con frecuencia suculentas, apice con espina terminal,
margenes enteros, provistos de dientes o bien filiferos; inflorescencia espigada,
racimosa o paniculada, ﬂof’es protandricas, segmentos del perianto unidos en un tubo
de longitud variable, iguales o dimérficos, erectos o curvados, imbricados; estambres
exsertos, filamentos con insercion en el tubo o la base de los segmentos, anteras
versatiles, ovario suculento de paredes gruesas, 6vulos dispuestos en dos series por
l6culo, estilo alargado, filiforme, tubular; semillas planas y negras (Rzedowski y

Calderén, 1990).



Hojas: Los agaves tienen hojas gruesas y puntiagudas que se despliegan del
cogollo, el cual tiene las hojas adheridas. Las hojas de los agaves por lo general
tienen grandes cantidades de parénquima con capacidad para almacenar agua, por
lo que ayuda a la planta a soportar largos periodos de sequia. En la medida en que

crecen las plantulas de agave sus hojas engruesan (Nobel, 1998).

Tallos: Todos los agaves tienen hojas prominentes y tallos verticales simples que,

por lo general estan ocultos entre las hojas (Nobel, 1998).

Raiz: Las raices han recibido mucho menos atencién que los tallos, debido a que la
observacion directa de la raiz por lo general no es posible. Las raices de los agaves
son necesarias para la toma de agua y nutrimentos y son relativamente superficiales.
Las raices principales de los agaves tienden a ser delgadas y a originarse en !a base
del tallo; no se ramifican como ocurre en la mayoria de las monocotileddneas; las
finas raices laterales se originan en las raices principales y por lo general se

desprenden durante la sequia (Nobel, 1998).

Propagacién: La mayoria de las especies de agaves agrondmicamente importantes
no se propagan por semilla. La mayoria de los agaves adultos pueden producir tallos
subterraneos, denominados rizomas, que surgen de la base de sus tallos, a partir del

cual emerge una nueva planta o hijuelo (Nobel, 1998).
2.4. Uso de los Agaves

Su uso se remonta a la época precolombina, cuando los pueblos indigenas

encontraron en esta maravillosa planta una fuente abastecedora de materia prima



para elaborar cientos de productos. De las pencas obtenian hilos para tejer costales,
tapetes, morrales, cefidores, redes de pesca y cordeles; las pencas enteras se
usaban para techar las casas a modo de tejado, los “quiotes” secos (escapo floral
que alcanza mas de tres metros) servian como vigas y como cercas para delimitar
terrenos; las puas o espinas se utilizaban como clavos y como agujas; de las raices
se elaboraban cepillos, escobas y canastas; del jugo del maguey ademas de la miel,
se obtenia la bebida ritual por excelencia: el pulque. Sin embargo, de esta
multiplicidad de usos, s6lo unos cuantos han prevalecido y se han transformado a lo

largo de la historia (Ramirez, 2001).

Los agaves son usados como alimento, bebidas, licores, azucares, dulces, fibras,
celulosa, papel, “mixiotes”, alimento para ganédo, combustible, en la industria

farmacéutica, extraccién de saponinas y otros productos (Ammirato et al., 1984).

La explotacién del maguey como alimento, bebida, vestido, proteccion, cosmeético y
medicamento llevd a los conquistadores espafioles a darle el nombre de arbol de las

maravillas (Salas, 2001).

Mas alla de poder describir los usos que en otro tiempo tuvieron diversas partes del
maguey, ya sea en la época precolombina, la colonia, o el México revolucionario; en
este momento es importante describir de manera concreta aquellos usos que por su
impacto econémico o ecologico tienen estas plantas; y entre los cuales se destacan
en orden de importancia los siguientes: obtencion de aguamiel, procesamiento de
pulque, penca para barbacoa, mixiotes, gusano rojo y blanco, troncos para macetas,

forraje, lefia, y proteccion ecolégica.
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2.5. Importancia Ecolégica de los Agaves

El maguey permite conservar el suelo, mediante su plantacién en areas con
pendientes mayores al 5 %, al lado de los caminos, orillas de rios o carcavas. El
agave garantiza la proteccién del suelo ya que la generacion de abundante raiz
retiene el suelo, evitando que la corriente del agua lo arrastre y permite ademas,
disminuir la tasa de movimiento del agua, haciendo que esta se infiltre en el suelo

(Rivera, 1990).

2.6. Produccion de Bebidas a partir de Agaves en México

Varias especies de magueyes se han usado de manera tradicional, para la obtencion
de numerosos productos como el aguamiel, pulque y mezcal (Rzedowski y Calderon,
1990). En la actualidad las especies de maguey mas conocidas son las que se
emplean para obtener pulque, mezcal y tequila (Salas, 2001). Para la producciéon de
mezcal el agave preferido es el Agave angustifolia. Sin embargo, también se
aprovechan otras 10 espeéies consideradas como silvestres para la elaboracion de
mezcal, en especial el Agave salmiana (Nobel, 1998). Las especies de las cuales se
obtiene el pulque son A. salmiana y A. mapisaga, que se distribuyen principalmente
en el Valle de México, en los estados de México, Tlaxcala, Hidalgo y Puebla

(Ramirez, 2001).

A. salmiana es la especie de maguey que provee probablemente cerca del 75 % de
la bebida fermentada conocida como pulque, producida y consumida en Iés regiones
del altiplano central de México. Existen otras especies del género Agave, de las
cuales se extrae también el aguamiel y posteriormente se elabora pulque como A.

americana y A. mapisaga (INEGI, 1998).
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Agave salmiana, también llamado “maguey Manso”, se caracteriza por ser de los
agaves mas robustos; sus hojas (pencas) miden unos 2.5 metros y son de color
verde a glaucas grisaceas. Antes de que se desarrolle el escapo floral se elimina
éste y se hace en su sitio una concavidad donde se almacena la savia o “aguamiel”

(INEGI, 1998).

En menor proporcion se usan otros ocho taxas que incluyen especies silvestres y al

A. americana (Nobel, 1998).

Al igual que el maguey mezcalero y el tequilero, el maguey pulquero réquiere
aproximadamente diez afios para alcanzar su madurez y poder ser aprovechado. La
etapa productiva de un maguey pulquero comienza cuando éste es "capado"; es
decir, cuando se le corta el conjunto de pencas mas tiernas del centro de la planta,
para que al cabo de cuatro meses, comience a producir los primeros litros de
aguamiel. Este periodo de produccion dura generalmente de tres a cuatro meses, y
rinde en promedio 300 litros. De la fermentacién del aguamiel, que tarda menos de

24 horas, se obtiene la bebida que conocemos como pulgue (Ramirez, 2001).

Por los estudios. quimicos que se han realizado se sabe que el aguamiel y el pulque
son bebidas ricas tanto en proteinas, como en vitaminas y calcio. Sin embargo, su

consumo esta practicamente rezagado (Ramirez, 2001).
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2.7. Importancia de los Magueyes Pulqueros

Cuadro 1. Principales entidades federativas de la Republica Mexicana que explotan

el maguey pulguero.

Superficie
Maguey Unidades de Total En desarrollo En produccion
pulquero produccion (ha) (ha) (ha)
Rep. Mexicana 120,534 120,534 59,565.38 32,989.68
Aguascalientes 488 488 522.47 199.38
Baja California 142 142 52.93 28.24
Coahuila 1,445 1,445 671.10 381.76
Colima 24 24 134.76 98.75
Chiapas 297 297 211.74 160.96
Distrito Federal 880 880 116.15 87.36
Durango 1,201 1,201 346.72 246.79
Guanajuato 4,525 4,525 270.44 1,305.02
Guerrero 276 2re 3,166.19 2,5631.68
Hidalgo 27,948 27,948 12,084.21 52.66
Jalisco 508 508 322.43 133.42
México 29,403 29,403 5.852.61 3,142.06
Michoacan 4,529 1,247.91 5T8.7TT 609.13
Nuevo Ledn 1,367 7,642.01 322.75 73,196.26
Oaxaca 8,119 3,53702 1,955.42 1,981.6
Puebla 10,313 4,589.93 2,.1:85.51 2,454 4
Querétaro 9,383 4.730.32 3,440.25 1,290.06
San Luis Potosi 10,399 5,872.38 2,195.94 3,676.44
Tlaxcala 2,084 2,830.02 2,012.77 817.24
Veracruz 2,955 708.98 421.8 287.10

Fuente: INEGI (1998).
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La superficie nacional plantada con maguey pulquero en al afio agricola 1990-91 en
las 32 entidades de la Republica Mexicana fue de 59,565 ha, la cual se distribuye de
la siguiente forma: Hidalgo con 12,084 ha; Nuevo Ledn con 7,642 ha; San Luis

Potosi con 5,872 ha y Estado de México con 5,852 ha (Cuadro 1) (INEGI, 1998).

Las superficies anteriores representan el 53 % de la superficie total plantada con este
cultivo en el pais. Las 28 entidades restantes aportaron una superficie de 28,114 ha
plantadas con esta agavacea. El porcentaje de la superficie nacional plantada con
maguey pulquero, con respecto a la superficie nacional plantada con cultivos

perennes fue del 0.6 % (Cuadro 1) (INEGI, 1998).

En el Estado de México existen 29,403 unidades de produccién que equivalen a
5,852 ha, de las cuales 2,710.5 ha estan en pleno desarrollo y 3,142 se encuentran

en produccion (Cuadro 1) (INEGI, 1998).

2.8. Descripcion de Especies de Agaves Pulqueros

2.8.1. Maguey Carrizo (Agave mapisaga Trel)

El A. mapisaga es una planta amplia con tallo pequefio, de 2 a 2.5 m de altura, hojas
lineales formando rosetas desplegadas, 185-250 cm de largo por 19-25 cm de‘ancho,
extendidas o ascendentes; la base maciza carnosa extendida arriba y convexa abajo;
la hoja ascendente, margen recto en pequefios dientes pardos; la cuspide de 2-5 mm
de longitud; espinas de 3-5 cm de longitud, cdnicas; inflorescencia maciza de 7 a 8
metros o mas de alto; pedunculo cerrado colocado a lo largo de las bracteas

suculentas, panoja ancha extendida, con 20 a 25 kg de peso, flores largas y densas,

14



suculentas, 80-100 mm de longitud; pétalos frecuentemente rojizos en la yema y
abiertos amarillos, sobre los ovarios verdes; ovarios de 40 a 52 mm de longitud,
gruesos y redondos; tubo profundo; el apice en el interior de 2-3 mm, filamentos 55-
70 mm de longitud insertados en dos hojas de 11 a 15 mm sobre la base del tubo,
anteras amarillas de 30 a 35 mm de longitud, excéntricas; pistilo distribui&o sobre el
estambre corpulento, capsulas de 6-6.5 por 2 cm; semillas de 7-8 cm por 5-6 mm,
negras. A. mapisaga esta emparentado con A. salmiana, pero se distingue facilmente

de éste por presentar sus hojas largas lineales (Granados, 1993).

2.8.2. Maguey Manso (Agave salmiana)

A. salmiana es una monocotiledénea de raiz fibrosa, carnosa y maciza, de color
verde a grisaceas, profundamente convexas, cdéncavas hacia arriba. Son plantas de
medianas a grandes, con un tallo pequefio y grueso, forma rosetas macizas de 1.5 a
2 metros de alto y con el doble de ancho, revestida de escamas morenas e
imbricadas de hojas en roseta, apretadas mas o menos carnosas y por lo regular de
textura firme, con espina terminal punzante y con abundantes espinas marginales;
las hojas son largas, acanaladas, simples, enteras, mas o menos lanceoladas con
apice agudo, de color verde oscuro y desde el glauco hasta el color verde casi gris; la
longitud de las hojas es segun las variedades; hojas de 100-200 cm de largo por 20-
35 cm de ancho, la prefloracion es central. La inflorescencia es densamente
subespigada o dispuesta en canicula o panoja tirsoide. El borde floral es alto y se
halla provisto de numerosas bracteas prefoliadas. Las flores son monoperiantadas de
ovario infero, hermafroditas y provistas de pedunculos cortos y encorvados; perianto

de seis piezas, tubulosa e influndiliforme; androceo de 6 estambres, largamente
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excertos. El fruto es una capsula oblonga. Las semillas son negras deprimidas,

triangulares con el embrién recto y el endospermo carnoso (Granados, 1993).

2.9. Marcadores Genéticos

Hasta mediados de la década de los 60 los marcadores genéticos utilizados en
mejora de plantas eran caracteres morfolégicos, en general, fenotipos de facil
identificacion visual controlados por pocos genes. Los marcadores morfolégicos
contribuyeron al desarrollo técnico del analisis del ligamiento genético y por tanto en
la construccion de las primeras versiones de mapas genéticos. Ocasionalmente, se
identificaron algunos marcadores morfolégicos ligados a genes de importancia
econdmica. La disponibilidad de marcadores morfoldgicos estaba restringida
esencialmente a unas pocas especies de plantas, utilizadas como sistemas modelo o
para estudios de genética. La mayoria de las especies vegetales, carecia y carece,

de informacion a este nivel (Garcia-Mas et al., 2000).

2.9.1. Marcadores Morfologicos

La utilizacion de las diferencias fenotipicas como marcadores en el analisis genético
aplicado a la mejora vegetal se remonta a las primeras décadas de la Genética como
ciencia. Los marcadores morfoldgicos controlados por un solo locus pueden ser
usados como marcadores genéticos si su expresion es temprana, reproducible en
cualquier ambiénte y estan estrechamente ligados a un caracter de interés

economico (Garcia-Mas et al., 2000).

El gran salto de los marcadores genéticos se inici6 con el desarrollo de los

marcadores isoenzimaticos y de otros tipos de proteinas (marcadores bioguimicos).
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Se amplié considerablemente el nimero de marcadores genéticos disponibles, y
todas las especies de plantas podian potencialmente ser analizadas. Con la
aparicion de las técnicas modernas de la Biologia Molecular surgieron diferentes

métodos de deteccion del polimorfismo genético a nivel del ADN (Garcia-Mas, 2000).

El alto nimero de plantas mejoradas cercanamente relacionadas, liberadas en la
actualidad, hace dificil lograr una identificacién unica y valida. Este problema se
acentlia en cultivos con niveles limitados de diversidad genética, en materiales élite o
cuando se practica la seleccion de materiales muy similares. Lo mismo puede

suceder en poblaciones de plantas con amplia diversidad genética.

La morfologia refleja no sélo la constitucion genética del cultivar, sino también la
interaccién genotipo-ambiente. Los descriptores basados en datos morfologicos no
son tan efectivos para proporcionar informacién necesaria para el calculo de
distancias genéticas, debido a su interaccidon con el ambiente sobre todo en
materiales colectados en diferentes afos y/o localidades. Existen. otras
consideraciones respecto al uso de datos morfolégicos como el hecho de que para
muchos cultivos un numero considerable de variaciones morfologicas se han
eliminado con la consecuencia que las variedades disponibles son aparentemente
muy similares. Para un gran numero de caracteristicas morfoldgicas se desconoce
su control genético; se sabe también que genotipos diferenfes pueden dar fenotipos

aparentemente similares (Smith y Smith, 1992; Lee, 1995).
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2.9.2. Marcadores Moleculares de ADN

Un marcador genético molecular es cualquier diferencia fenotipica controlada
genéticamente y utilizada en el analisis genético, por tanto, es un locus marcador que
tiene que ser polimoérfico. Como marcador puede utilizarse con una doble finalidad,
para mafcar o sefalar el locus que controla la diferencia fenotipica y/o péra marcar

otro locus préximo que controle algun caracter de interés (Garcia-Mas et al., 2000).

Un buen marcador molecular debe presentar las siguientes caracteristicas:
e Polimorfico
¢ Codominante
e No epistatico. se puede leer el genotipo a partir del fenotipo,
independientemente del genotipo de otro /oci.
o Neutro: las sustituciones alélicas no tienen otros efectos fenotipicos.
Insensible al medio: el fenotipo se infiere a partir del genotipo, independientemente

del medio (Garcia-Mas et al., 2000).

Los avances de la biologia molecular durante los afios 80, han aportado una clase
nueva de marcadores genéticos que permiten visualizar diferencias entre las
secuencias homologas de ADN de los organismos. Esas diferencias resultan de
cambios o arreglos entre los pares de bases que conforman este tipo de molécula,
tales como: translocaciones, inversiones, inserciones, o deleciones en regiones

homologas (Valadez y Kahl, 2000).
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Los marcadores genético-moleculares pueden ser utilizados para analizar grupos de
individuos o poblaciones y estimar diferentes medidas de diversidad y distancias
genéticas, haciendo inferencia sobre las poblaciones y permitiendo elaborar patrones
de agrupamiento, realizar pruebas de equilibrio Hardy Weinberg y equilibrio multi/oci,
asi como pruebas de loci polimérficos para encontrar evidencias de neutralidad
selectiva. Estos marcadores pueden ser usados en mejoramiento genético vegetal y

manejo de germoplasma (Labate, 2000).

Los marcadores genético moleculares son una de las herramientas mas exactas
dentro de la caracterizacion vegetal y la filogenia; por medio de secuenciacion de
proteinas, aminoacidos y de ADN, se pueden obtener las relaciones filogenéticas
entre individuos, obteniendo similitudes, substituciones o disimilitudes en bases

nitrogenadas, aminoacidos o proteinas (Valadez y Kahl, 2000).

Una de sus mayores ventajas es que tedricamente no interaccionan con el ambiente,
puesto que estas técnicas manipulan directamente el ADN (Grandillo y Fulton, 2002).
Los marcadores moleculares son importantes en muchas areas de investigacion
biolégica; particularmente aquéllos que son clave en estudios genéticos de muchos
organismos. Estos han podido ser usados en la agricultura y ciencias ambientales,
diagnosticos meédicos, jurisprudencia, procesos de inmigracion y otras areas

diferentes (Islam, 2004).

2.9.3. Bases Moleculares de los Marcadores de ADN
Los marcadores de ADN se basan en variaciones naturales ocurridas en la

secuencia de ADN que dan como resultado mutaciones, deleciones aleatorias,
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inserciones o la presencia de un numero variable de copias repetidas en un

fragmento de ADN (Islam, 2004).

Las variaciones en el ADN son numerosas, cuando se considera el genoma completo
de un individuo. Estas pueden diferir mucho entre individuos de una especie
particular y por tanto pueden ser detectados como polimorfismos. Un locus
polimorfico es aquel en el que dos 0 mas secuencias variantes se encuentran en el
mismo cromosoma. Estos polimorfismos o marcadores tienen un rango muy amplio
de aplicaciones potenciales. Estas comprenden, entre otras, estudios de transmision
génica, mapeos de alta densidad de ligamiento, analisis genético de poblaciones,
estudios de migracion, estudios filogenéticos, estudios de especimenes o
poblaciones  silvestres, interacciones  genotipo-ambiente, programas de
mejoramiento, identificacion de variedades, analisis parental, control de calidad y
salvaguarda de la propiedad intelectual (Islam, 2004). Valadez y Kahl (2000) citan
diferentes metodologias que pueden utilizarse para obtener estos rﬁarcadores

genético-moleculares, mismas que pueden dividirse en tres categorias:

1. Hibridacion tipo “Southern”. Esta técnica explora las variaciones en la longitud
de los fragmentos del ADN, ocasionadas por la digestion del genoma con una
endonucleasa particular, las cuales originalmente fueron aisladas a partir de
bacterias. Esta técnica incluye a los RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism, por sus siglas en inglés) y los VNTR (Variable Number of Tandem

Repeats).
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2. Reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR). Esta técnica utiliza
secuencias de oligonucledtidos que inician la sintesis in vitro de fragmentos de
ADN de longitudes variables, no mayores a 6 kb. Estas secuencias iniciadoras
pueden ser aleatorias, semialeatorias o especificas, con las cuales ha sido
posible caracterizar genomas de diferentes organismos, detectar, aislar genes 'y
diferenciar organismos relacionados genéticamente. Dentro de éstas se
encuentran los RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); AP-PCR (Arbitrarily
Primed PCR); DAF (DNA Amplification Fingeprinting) y AFLP (Amplified Fragment

Length Polymorphism), entre otros.

3. Combinaciéon de PCR e hibridacion tipo “Southern”. Estas técnicas requieren
primero de la sintesis previa de ADN con cualquiera de las metodologias PCR y
la posterior hibridacion con alguna sonda que detecte cualquier serie de
secuencias cortas repetidas (2 a 10 pares de bases), o medianamente repetidas,
arregladas en serie (microsatélite), esto pérmite optimizar los resultados,
obteniendo datos mas precisos, debido a que al utilizarse las dos metodologias
anteriores (PCR e hibridacion tipo Southern), se obtiene un doble diagnostico. La
técnica mas utilizada es el RAHM (Random Amplified Hibridation Microsatellites)

o también llamada RAMPO (Random Amplified Microsatellites Polymorphisms).

2.9.4. RAPD

Los RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) se obtienen mediante
amplificacién de PCR del ADN gendmico usando un Unico iniciador, normalmente de
10 nucleétidos de longitud. Esta técnica permite amplificar de manera aleatoria el

genoma de un individuo en aquellas zonas en las que los iniciadores hibridan con el
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ADN molde en ambas cadenas y en direcciones opuestas. La amplificacion se
producira si los iniciadores estan situados entre si a una distancia corta, entre 200 y
2000 pb, dentro del rango de tamafo amplificable por la Tag ADN polimerasa

(Garcia-Mas et al., 2000).

Puesto que el iniciador utilizado en la PCR es muy corto y la temperatura de
hibridacion empleada en la reaccién es muy baja, es probable que se éncuentren
varios lugares de amplificacion en el genoma. El numero de fragmentos amplificados
con cada iniciador depende de su secuencia y sera mayor cuanto mayor sea el

tamafo del genoma de la especie estudiada (Garcia-Mas et al., 2000).

Cuando comparamos los patrones de fragmentos amplificados del ADN de varios
individuos podemos ver diferencias. Cuando se considera un fragmento determinado
y esté presente en un individuo pero no en otro se considera un polimorfismo de ADN

6 un RAPD y puede usarse como un marcador genético (Garcia-Mas et al., 2000).

Los RAPD son un método basado en PCR, son mas rapidos de obtener que los
RFLP, requieren pequefas cantidades de ADN, y se cuenta con iniciadores
complementarios conocidos. Los oligonucleotidos de 10-12 bases generados al azar
son usados como punto de partida por la enzima Tag ADN polimerasa, la cual es
termoestable. Esta produce de 1 a 10 fragmentos Unicos en la primera reaccion de
PCR, los cuales son altamente polimorficos y pueden ser detectados mediante

tincion con bromuro de etidio en un gel de agarosa (Garcia-Mas et al., 2000).

El proceso de amplificacion al azar presenta algunas dificultades en la reproduccion

de los patrones RAPD obtenidos en diferentes laboratorios y con distintos
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termocicladores las cuales pueden deberse a impurezas en el ADN, por lo cual
pueden ser resueltas (Garcia-Mas., 2000).

Los RAPD se comportan de manera mendeliana ya que la técnica produce
marcadores dominantes. Los individuos que tienen dos copias iguales (homocigotos)
no se pueden diferenciar de aquellos que solo tiene una copia (heterocigotos).
Ocasionalmente se detecta algin RAPD codominante, lo que puede ocurrir cuando
ha habido alguna insercion o delecion dentro del fragmento ha amplificar la cual no

ha alterado el lugar de hibridacién del iniciador (Garcia-Mas et al., 2000).

2.10. Trabajos Realizados con RAPD en Agaves y en otras Especies

Legaria (2005) en trabajos realizados con frijol determin6 que los marcadpres RAPD
detectaron polimorfismo entre variedades de P. vulgaris y entre individuos de P.
coccineus. En otros trabajos Chan y Sun (1997) examinaron la diversidad vy
relaciones genéticas de 23 especies cultivadas y silvestres de amaranto con
marcadores RAPD e isoenzimas. El grado mas alto de diversidad genética se
encontrd6 dentro de especies. De los 600 fragmentos RAPD generados por 27
iniciadores, 39.9 % fueron polimorficos entre las poblaciones dentro de cada especie

cultivada.

Las relaciones filogenéticas entre taxa de la familia Agavaceae han sido
previamente examinadas usando diferentes técnicas moleculares. Estas incluyen
RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphisms) en cloroplastos

(Bolger y Simpson, 1995) variaciéon de secuencias de espacios transcritos internos
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(ITS), regiones de genes nucleares codificados para ADN ribosomal (Bolger y

Simpson, 1996) y el analisis de isoenzimas (Massey y Hamrick, 1998).

En Agave tequilana var. Azul donde se estim6 la cantidad de variacidon genética
presente dentro y entre campos con marcadores AFLP y RAPD se encontro que la
mayoria de las plantas que se cultivan en México practicamente son clones, lo cual
es un resultado ldgico por la forma en que se propagan pues sus valores de similitud
fueron menores a 0.01. Las huellas gendmicas obtenidas por RAPD y AFLP
presentaron un promedio de 9.8 y 87.25 fragmentos por reaccién, respectivamente;
donde soélo se encontraroh dos y cuatro. fragmentos polimorficos (1.7 % y 1.6 %)
entre los 40 individuos analizados. Entre ambos marcadores los RAPD presentan la
ventaja de ser una tecnologia sencilla y accesible, que ha tenido una gran utilidad en
muchas areas y en una amplia gama de organismos. Estos resultados reflejan la
carencia de variacion genética en A. tequilana var. Azul cultivado (Gil-Vega et al.,

2001).
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IIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Descripcion del Area de Estudio

3.1.1. Localizacion Geografica

La colecta de los materiales evaluados se realizé en plantaciones de maguey
pulquero pertenecientes a pequefias propiedades de la comunidad de Santa
Barbara, Otumba y la comunidad de Teacalco, municipio de Temazcalapa, Estado de
México. Santa Barbara se localiza al este de la cabecera municipal de Otumba, entre
las coordenadas 19° 41’ 59” de latitud norte y 98° 45’ 33" de longitud oeste y a una
altura promedio de 2,700 m (Direccion General de Geografia, 1982). En tanto

Teacalco se encuentra al norte de la cabecera municipal de Temazcalapa.

3.1.2. Clima

En el area de estudio sepresenta un clima BS1 k' w (w) (i)g; el cual es un clima
semiarido, con temperatura media anual de 13.58 °C y menos de 18 °C para todos
los meses del afo, 673.3 mm de precipitaciéon media anual concentrada en los
meses de mayo a octubre, poca oscilacion térmica (4.7 °C), el mes mas caluroso es
mayo y presenta una etapa denominada canicula, con una marcha anual de

temperatura tipo Ganges (Figura 1)(Garcia, 1981).

3.1.3. Suelo
En las comunidades se presenta una gran diversidad de suelos destacando por la
ubicacién de las parcelas aquéllos con coloracion café claro denominados feozem

haplico con textura media (Direccion General de Geografia, 1982).
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Figura 1. Diagrama ombrotérmico del area de estudio.

3.1.4. Geologia

La comunidad de Santa Barbara se encuentra localizada en el eje neovolcanico, por
lo que las rocas que mas abundan en practicamente todo el territorio son las igneas
extrusivas, basaltos y tezontle. Por otro, lado la comunidad de Teacalco, se

encuentra en las faldas del cerro Gordo, donde predominan las rocas denominadas

basaltos. (Direccién General de Geografia, 1982).

3.2. Material Vegetal

Se evaluaron seis poblaciones correspondientes a explotaciones comerciales, con

aproximadamente 10 afios de edad.
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Las especies de magueyes analizadas fueron:

1.

2.

Maguey Manso (Agave salmiana variedad Salmiana) (Figura 2).

Maguey Ayoteco (Agave salmiana variedad Ayoteco) (Figura 3).

Maguey Verde (seleccién de maguey pulquero Temazcalapa) (Figura 4).
Maguey Xilométl (seleccidon de maguey pulquero Santa Barbara) (Figura 5).
Maguey Negro (seleccién de maguey pulquero Santa Bérbara) (Figura 6).

Maguey Carrizo (Agave mapisaga Trel) (Figura 7).

Figura 2. Maguey Manso (Agave salmiana variedad Salmiana).
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Figura 4. Maguey Verde (seleccion de maguey pulquero Temazcalapa).
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Figura 6. Maguey Negro (seleccién de maguey pulquero Santa Barbara).

29



Figura 7. Maguey Carrizo (Agave mapisaga Trel).

3.2.1. Colecta de Material Vegetal

La colecta de las muestras para la extraccién de ADN en el laboratorio se realiz6 en
los meses de enero-abril del 2005, tomando muestras de 25 gramos de 10 agaves
adultos representativos de cada poblacion, mismas que se guardaron en bolsas de
plastico previamente identificadas por numero de planta, parcela, nombre del
productor, nonﬁbre regional y nombre cientifico en los casos que fue posible
determinarse en campo. Para poder transportarlas a laboratorio, las muestras se

colocaron en un recipiente de plastico conteniendo hielo a fin de evitar la oxidacion.
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3.3. Fase de Campo

Las variables morfologicas evaluadas se tomaron, cuidando que las especies vy
variantes de magueyes fueran previamente localizadas y reconocidas por los
productores por edad, nombre regional, usos a los que es sometida cada una de las
variantes, cuidados agronomicos, plagas y enfermedades por las que son atacadas,
calidad del aguamiel para"pulque, rendimiento, periodos de explotacion y tiempo de

explotacion para el caso de extraccién de penca y aguamiel.

3.4. Muestreo

El muestreo aleatorio se realizd en parcelas representativas de cada poblacion, con
el objetivo de minimizar el efecto del suelo, posicion de la planta, labores
agronémicas o cualquier otro factor que pudiera contribuir a sesgar los datos. En el
caso de las variables morfolégicas se utilizaron 25 repeticiones por poblacién, donde
la unidad experimental fue una o varias parcelas cuyo cultivo fuese la poblaciéon

deseada.

3.5. Caracteres Evaluados
3.5.1. Fase de Campo

Altura de planta (cm)

Este caracter se determiné con la ayuda de una cinta métrica, a partir de la base de

la planta hasta la punta de la roseta.
Numero de hojas (vivas)

Se contaron todas aquellas hojas o pencas que estuvieran vivas y enteras, plantas

que no manifestaran indicios de cosecha de hojas.
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Longitud de hojas (cm)

Esta variable se mididé con una cinta métrica tomandose desde la base de la hoja o

penca hasta la punta de la pua o espina.

Ancho de hojas (cm)

Esta determinacién se hizo midiendo dos partes de la hoja y sacando un promedio.

Numero de espinas laterales

Se contd numero de espinas laterales de las pencas que estuvieran bien formadas.

Longitud de la espina principal (cm)

Para evaluar este parametro se consideraron pencas adultas y se midié la espina

principal de la base a la punta.

Analisis de las Variables Morfologicas

Se seleccionaron las variables morfoloégicas a partir de una matriz de correlacion de
los datos. Con las variables seleccionadas y estandarizadas se realizé un analisis de
agrupamiento mediante el uso de distancias euclidianas cuadradas y la varianza
minima de Ward para la construccion de los dendrogramas usando PROC CLUSTER
y PROC TREE de SAS. Tomando en cuenta los grupos formados en el puﬁto anterior
como clases categoéricas, se aplicd un andlisis discriminante candnico mediante
PROC DISCRIM de SAS con el propésito de corroborar dichos agrupamientos y
detectar las variables con mayor importancia que diferenciaron los grupos generados
(Bowley, 1999). Se aplico esta misma metodologia a los datos moleculares para
obtener el dendrograma respectivo y poder compararlo contra el generado a partir de

las variables morfologicas. Los datos se analizaron bajo un disefio experimental
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completamente al azar y se realizd un analisis de medias Tukey usando el paquete

estadistico SAS Version 8.0 (1999).

3.5.2. Fase de Laboratorio

La fase de laboratorio de la presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia Agricola perteneciente al Departamento de Fitotecnia“ de la
Universidad Autbnoma Chapingo, ubicado en instalaciones del Campo Experimental
del Valle de Meéxico (CEVAMEX). Una vez que las muestras de las diferentes
variantes de magueyes pulgueros se encontraron en el laboratorio se realizd un
lavado de las mismas con agua destilada y alcohol al 70 % para eliminar posibles
patégenos, tierra y materiales extrafios que pudieran contaminar y se retird la
cuticula de la hoja (mixiote) ya que ésta presenta una cera que puede interferir con la
extraccion. Con la ayuda de una navaja se extrajo una muestra de 0.3 gramos sin
parénquima ya que éste, al ser un tejido con células muy grandes y constituidas
principalmente por agua puede disminuir la cantidad de ADN. Los 0.3 g de tejido
fresco (hoja) se maceraron en nitrégeno iiquido y el tejido pulverizado se transfirio a
un microtubo de 1.5 mL, conteniendo 600 uL de amortiguador de extraccion (ver
Anexo 2A) y se mezcld muy bien; se incubd a 65 °C por 10 minutos con inversion
ocasional de los tubos, adicionando 200 pL de acetato de potasio 5 M, agitando por
inversion y dejando 30 minutos en hielo. Luego se centrifugd a 15 000 x g durante
10 minutos a temperatura ambiente y se transfirid el sobrenadante a otro microtubo
conteniendo 700 uL de isopropanol frio. Se mezclé por inversion y dejé a -20 °C
durante 20 minutos, luego se centrifugd por 10 minutos a 13 000 xg a témperatura

ambiente, eliminando el sobrenadante y disolviendo el precipitado en 200 pL de
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solucion para diluir. Posteriormente se anadieron 2 yL de ARNasa A a una
concentracion de 10 mg/mL y los tubos se incubaron a 37 °C por una hora, se
adicionaron 20 pL de acetato de sodio 3M y 200 uL de isopropanol frio, mezclando
por inversion y dejando precipitar a -20 °C por 2 horas. Las muestras luego se
centrifugaron durante 10 minutos a 13 000 xg a temperatura ambiente y finalmente
se elimino el sobrenadante, lavando el precipitado con 200 uL de etanol al 70 % (v/v)
y dejando secar la pastilla para luego disolverla en 100 pL de TE. Finalmente, las
muestras de ADN puro se almacenaron a una temperatura de 4 °C.

La concentracién de ADN se cuantificé en un espectrofotometro marca Jenway 6305
UV/vis a una longitud de onda de 260 nm y la integridad y calidad del ADN se
verificd mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % (p/v) y mediante tincion
de los geles en una solucion de bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 mg
mL™ (ver Figura 1A del Anexo). Una vez evaluada la calidad del ADN, las muestras
se diluyeron a una concentracion de 10 ng/puL (ver Anexo 4A) a fin de obtener
patrones tipo RAPD mediante reacciones en cadena de la Tag ADN polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés). Para la obtencién de los patrones RAPD se
probaron 20 iniciadores de la serie A (Operon Technologies Inc, Alameda,
EE.UU.)(Cuadro 2); de los que se seleccionaron los 13 que generaron los mejores

patrones de amplificacion.
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Cuadro 2. Secuencia de los iniciadores utilizados en el analisis RAPD.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA

OPAOQ1 5'-CAGGCCCTTC-3'
OPAOQ2 5-TGCCGAGCTG-3'
OPAO3 5-AGTCAGCCAC-3'
OPAOD4 5'-AATCGGGCTG-3'
OPAOS 5'-AGGGGTCTTG-3'
OPAO06 5'-GGTCCCTGAC-3'
OPAQ7 5'-GAAACGGGTG-3'
OPAO8 5'-GTGACGTAGG-3'
OPAQ9 5'-GGGTAACGCC-3'
OPA10 © 5-GTGATCGCAG-3'
OPA11 5'-CAATCGCCGT-3'
OPA12 5'-TCGGCGATAG-3'
OPA13 5'-CAGCACCCAC-3'
OPA14 5-TCTGTGCTGG-3'
OPA15 5-TTCCGAACCC-3'
OPA16 5'-AGCCAGCGAA-3'
OPA17 5'-GACCGCTTGT-3'
OPA18 5'-AGGTGACCGT-3'
OPA19 5-CAAACGTCGG-3'
OPA20 5'-GTTGCGATCC-3'

La mezcla de reaccién se realizd en un volumen total de 25 uL con los reactivos que

se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Concentracidon de reactivos y volumen empleado en la mezcla de reaccion

de PCR.
REACTIVO VOLUMEN (pL)
ddH,0 (agua bidestilada estéril) 4.0
dNTP’s (500 pM) 10.0
Amortiguador 10 X 5]
MgCl, (50 uM) 1.0
Iniciadores (10 picomoles uL™) 2.0
Tag ADN polimerasa (5U uL™) 0.5
ADN (10 ng uL™) 5.0
Volumen final 25.0
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Las condiciones de reaccion fueron: un ciclo a 94 °C, 9 minutos; 35 ciclos a 94 °C
durante 60 segundos, 37 °C por 60 segundos, 72 °C por 60 segundos; y finalmente

un ciclo a 72 °C por 7 minutos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Programa del termociclador Techne TC-412 utilizado para la reaccién de

PCR de ADN de Agave (maguey pulquero)

CICLOS TIEMPO

1 cicloa 94 °C 9 minutos

35 ciclos a 94 °C 1 minuto (desnaturalizacién)
37°C 1 minuto (alineamiento)
72°C 1 minuto (polimerizacion)

1 ciclo a 72 °C 7 minutos

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador marca Techne TC-412.

Los productos se separaron en geles de agarosa al 1.2 % (p/v) con amortiguador
TAE (40 mM Tris-Base, 5 mM Acetato de Sodio y 0.77 mM EDTA) durante 3 h a 85
V. Finalmente, los geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 mg mL") y se
fotografiaron bajo luz UV utilizando un documentador Kodak EDAS 290. El analisis
de los patrones de bandeo se llevé a cabo mediante la construccion de una Matriz
Basica de Datos (MBD) asignando un valor de 1 a la presencia de la banda y cero a
la ausencia de la misma. Empleando la MBD (matriz basica de datos) se éalculé una
matriz de similitud usando el coeficiente de Jaccard elaborado mediante el paquete
Free Tree y Tree View entre las variantes de magueyes. Con los datos resultantes se
hizo un analisis de agrupamiento mediante el método de medias aritméticas

(UPGMA, Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average; Sneath y Sokal, 1973),
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que se representaron en un dendrograma de relaciones geneéticas entre los
materiales. Las seis variantes de agave (Ayoteco, Manso, Negro, Xilometl, Verde
Temazcalapa y Carrizo) fueron consideradas como poblaciones y con el auxilio del
programa Popgene 32 (Yeh et al., 1999) se estimaron los parametros siguientes:
porcentaje de loci polimorficos, numero de alelos por locus, numero efectivo de alelos
por locus, indice de Shannon, indice de diversidad genética de Nei, coeficiente de

diferenciacién genética entre las poblaciones y nimero de individuos migrantes.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Analisis de Datos Morfoldgicos

4.1.1. Correlaciones y Analisis de Varianza de los Caracteres Morfoldgicos

En el Cuadro 5 se presentan las correlaciones determinadas entre los caracteres

morfoldgicos evaluados.

Cuadro 5. Correlacion lineal entre variables morfologicas de las seis variantes de

Maguey pulguero (Agave spp).

VARIABLES NH LH AH NEL LEP
ALTURA DE PLANTA 0.30* 0.91** 0.16* 0.68** -0.41**
NUMERO DE HOJAS 0.37* 0.13 0.005* 0.005*
LARGO DE HOJAS 0.16* 0.68** -0.42r
ANCHO DE HOJAS 0.92* 0.42*
NUMERO DE ESPINAS -0.75™*
LATERALES

** Altamente significativo a < 0.01, * Significativo a < 0.05. NH (Numero de hojas); LH (Longitud de
hojas); AH (Ancho de hojas); NEL (Numero de espinas laterales); LEP (Longitud de espina principal)

Hubo una asociacién positiva y significativa entre el numero de hojas y la altura de
planta lo que es observable en las plantaciones comerciales, ya que aquellas plantas
que presentan mayor altura también son las que muestran un mayor numero de

hojas.

De acuerdo a los resultados, seria importante conservar estas selecciones de
magueyes para poder asi presentar una opcion a los productores que deseen

obtener planta con el propésito de explotarla para penca y pulque, ya que al ser
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plantas altas el grado de mutilacion que sufren al cortar las pencas es menor en
comparacion con plantas chaparras, permitiendo asi que gran parte de la hoja
permanezca en la planta para almacenar el agua y puedan seguir fotosintetizando
para que la planta sobreviva hasta la explotacion final que seria la obtencion de

aguamiel, materia prima del pulque.

Hubo una asociacion baja entre la altura de planta con el ancho de las hojas
(Cuadro 5), esta baja asociacién se observa mas marcada en el maguey Carrizo
{Agave mapisaga), el cual aunque presenta plantas altas tiene hojas angostas

(Cuadros 5,6y 7).

Estas caracteristicas morfologicas observadas en el maguey Carrizo (Agave
mapisaga Trel) hacen que este maguey sea una opcion viable para aquellas regiones
donde el robo del mixiote y la penca no permiten incentivar el establecimiento de
nuevas plantaciones; puesto que esta especie no se puede desmixiotar y su penca
no sirve para la barbacoa debido a que las hojas son poco anchas, la convierte en
una especie prometedora para la recuperacion de suelos en lomerios ya que al igual
que para los otros agaves su sistema radical es superficial, permitiendo la retencion
del suelo facilmente; ademas, los porcentajes de sobrevivencia son muy altos en

comparacion con cualquier otra especie forestal.

Por otro lado, esta especie es una de las que mas facilmente son atacadas por larvas
en la hoja tanto de gusano blanco como rojo, lo cual puede representar una opcion

de ingresos extra para los productores ya que estos gusanos se venden a muy altos
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precios en el mercado nacional. Adicionalmente, esta especie es una de las mejores

en cuanto a la calidad del aguamiel para la produccién de pulque.

Se detectd una asociacién alta y positiva entre la altura de planta y el nimero de
espinas laterales (Cuadro 5), esto debido a que a mayor altura de planta las hojas
tienden a ser mas grandes y por tanto el numero de espinas laterales se incrementa.
Existe asociacion negativa y muy significativa entre la altura de la planta y la longitud
de la espina principal, ya que no importa que tan grande sea la planta, la longitud de
la espina no incrementa. Hubo una asociacién positiva entre numero y largo de
hojas, esto se explica ya que entre mas sean las hojas existira mayor superficie para
la captacion de luz solar lo que permitirda a la planta fotosintetizar mas y por

consecuencia se incrementara la longitud final de las hojas.

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza mostraron diferencias
significativas (a < 0.01) entre variantes para todas las variables morfologicas,

evaluadas (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Analisis de varianza de caracteres evaluados en seis variantes de
magueyes pulqueros.
F.V. G.L. AP NH LH AH NEL LEP
Variantes 5 26.43** 486.39** 5.26% 764.54**  11316.90**  31.51**
Error 144 0.05 40.65 0.05 170.69 87.81 0.23
Total 149
CV 8.01 15.80 10.81 8731 13.03 8.96
Media 2.89 40.34 1.99 35.01 71.92 5.39

**Altamente significativo a < 0.01, F.V. =Fuente de variacion, G.L. Grados de libertad, C.V. =
Coeficiente de variacién, NH (Numero de hojas); LH (Longitud de hojas); AH (Ancho de hojas); NEL
(Numero de espinas laterales); LEP (Longitud de espina principal) '

4.1.2. Comparacién de Medias.

- En el Cuadro 7 se presenta la comparacion mediante el método de medias Tukey.

Cuadro 7. Comparacion de medias* en seis variantes de magueyes para los

caracteres evaluados.

VARIANTE AP NH LH AH NEL LEP
Xilometl 496 a 45.64 a 2.88 a 39.41 ab 104.68 a 429c
Ayoteco 267b 44.04 a 2.04b 39.59 a 62.78 c 511b
Manso 2,58 bc 42.00 ab . 1.78¢c 37.56 abc 60.89 ¢ 6.29 a
Verde 2.57 bc 38.44 bc 1.78 ¢ 37.52 abc 60.98 ¢ 6.29 a
Carrizo 240c 33.64c 1.82¢c 27.22.¢ 91.86 b 3.88d
Negro 2.17d 38.28 be 1.64 ¢ 28.76 bc 50.31d 6.45 a
DMSH 0.19 5.20 0.18 10.67 7.65 0.39

*Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a = 0.05). NH
(Numero de hojas); LH (Longitud de hojas); AH (Ancho de hojas); NEL (Numero de espinas laterales);
LEP (Longitud de espina principal)
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Las plantas mas altas de magueyes pulqueros fueron también las que presentaron
mayor numero de hojas, asi como mayor longitud de hojas y mayor nimero de
espinas laterales, como fue el caso del maguey Xilométl (Cuadro 7), sin embargo
present6 la espina principal mas pequefia. Una gran altura de planta podria
considerarse no muy recomendable, ya que en el caso de maguey Xilométl las
plantas tienden a inclinarse al igual que sus hojas, lo cual les resta valor durante la
venta. Se observo que no hubo diferencias estadisticas en el ancho de las pencas
para 4 de las variantes estudiadas (Cuadro 7), por lo que estas 4 poblaciones son
igualmente Utiles para extraer penca y usarlas en la industria de la barbacoa. De
acuerdo a la experiencia de los productores la mejor penca es la del maguey
Ayoteco, ya que presenta mayor cantidad de fibras, mismas que protegen a la penca
de temperaturas demasiado altas; sin embargo en la industria de la barbacoa se

usan todas las pencas sin control de calidad.

Se observé que el maguey méas pequefio fue el Negro, sin embargo no difiere
estadisticamente en cuanto a nimero, largo y ancho de hojas con magueyes como el
Verde Temazcalapa, Carrizo y Manso (Cuadro 7); agrondémicamente ésto coloca al
“maguey negro en ventaja con respecto a los demas magueyes, ya que con estas
caracteristicas de planta se podrian incrementar las densidades de poblacion por
hectarea, logrando obtener mayor cantidad de penca, o aguamiel para la industria

pulquera e inclusive penca para forraje, ya que presenta buena calidad para este fin.
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4.1.3. Analisis Discriminante
En el Cuadro 8 se presentan el nimero de plantas muestreadas en el campo para
cada variante asi como el porcentaje de plantas que fueron adecuadamente

agrupadas por el analisis discriminante dentro del grupo correspondiente.

Cuadro 8. Numero de observaciones y porcentaje de clasificacion por variables

evaluadas en campo.

VARIANTE Ayoteco Carrizo Manso Negro Verde Xilometl Total
Ayoteco 21 0 1 0 3 0 25
% 84 0 4 0 12 0 100
Carrizo 0 24 0 1 0 0 25
% 0 96 0 4 0 0 100
Manso 1 0 18 0 6 0 25
% 4 0 72 0 24 0 100
Negro 0 0 0 25 0 0 25
% 0 0 0 100 0 0 100
Verde 1 0 7 0 17 0 25
% 4 0 28 0 68 0 100
Xilomet! 0 0 0 0 0 25 25
% 0 0 0 0 0 100 100
Total 23 24 26 26 26 25 150
% 15.333 16 17.333 17.333 17.333 16.67 100

Las caracteres morfolégicos permitieron clasificar a las poblaciones de agaves en
cuatro grupos bien definidos de acuerdo a la Figura 8, esto debido a que desde el
punto de vista morfoloégico algunas poblaciones fueron muy parecidas, ello es
explicable, debido a la influencia que pudieran ejercer las condiciones eaéficas,
topograficas o nutricionales en las que se encontraron los magueyes, de tal manera
que algunos magueyes Mansos se clasificaron dentro de los magueyes Verde
Temazcalapa y Ayotecos (Cuadro 8). Lo mismo ocurrié para maguey Ayoteco donde
~ un individuo se clasifico dentro de Manso y 3 dentro de Verde Temazcalapa (Cuadro

8). Igual se observd para el maguey Verde Temazcalapa, donde 7 de sus
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especimenes se clasificaron dentro de los magueyes Mansos (Cuadro 8); sin
embargo variantes como Xilometl, Negro y Carrizo presentaron una clasificacién
muy uniforme incluyendo al 100 % de sus individuos, debido a que son magueyes
morfolégicamente muy diferenciados permitiendo que los grupos se sepafaran por el

analisis estadistico (Cuadro 8).

El discriminante 1 (Numero de espinas laterales) explicd el 63 % de la variabilidad y
al sumar el discriminante 2 (Longitud de espina principal) se obtuvo un patrén de
agrupamiento estadisticamente fiable que acumulé el 94 % de la variabilidad (Figura
8), logrando determinar que éstos son los caracteres que permiten separar mejor las
especies y variantes agrondmicas de magueyes pulqueros. Lo anterior es
trascendente, ya que en estudios posteriores el investigador interesado podra obviar
tomar medidas como la altura de planta, largo, ancho y nimero de hojas dado que
estos caracteres no permitieron agrupar de manera confiable a las especies y

variantes de magueyes pulqueros estudiados.
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Discrimimante 2

Grupo 1

Discriminante 1

| & Ayoteco x Manso x Carrizo ® Negro + Verde Temazcalapa a Xilometl |

J

Figura 8. Patrén de agrupamiento generado por el discriminante 1 y 2. Grupo 1,
- Carrizo; Grupo 2, Negro; Grupo 3, Xilometl; Grupo 4, Ayoteco, Manso y Verde
- Temazcalapa. El discriminante 1 (nimero de espinas laterales) explica el 63.0 % de
la varianza, mientras que el discriminante 2 (longitud de espina principal) aporta el
31.06 %.

Al analizar la interaccién de los dos discriminantes (Figura 8) se observo la formacion
de cuatro grupos bien definidos destacando por su grado de diferenciacién el grupo
1 al que pertenece el maguey Carrizo; el grupo 2 que agrup6 al maguey Negro vy el
grupo 3 que inciluyc’) a los . magueyes Xilometl; sin embargo el grupo 4 agrupé a los
magueyes Manso, Ayoteco y Verde Temazcalapa (Figura 8). Estos resultados
establecen una estrecha relacién entre los maguey Ayoteco y Manso, mismos que

concuerdan con lo reportado por Rzedowski et al. (1990) ya que los dos pertenecen

a la especie Agave salmiana; sin embargo aunque Verde Temazcalapa se confunde
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morfolégicamente con estos dos magueyes, genéticamente es diferente, ésto de
acuerdo a los resultados obtenidos a partir de los analisis con marcadores
moleculares tipo RAPD realizados en ésta investigacién y que se presentan

posteriormente.

Tomando como punto de referencia el agrupamiento generado usando el coeficiente
de Jaccard y el método Ward, el cual toma en cuenta las varianzas minimas para
poder realizar el mejor agrupamiento de individuos, con relacion a caracteristicas
fenotipicas particulares, es posible afirmar con base en la Figura 9, que los cuatro
grupos formados permiten distinguir; primero, a los magueyes Xilometl, los cuales se
separan principalmente por tamarfio de planta; el segundo grupo esta formado por el
maguey Carrizo (Agave mapisaga Trel) que es una especie clasificada de agave y no
presenta dudas taxonomicas. El grupo tres, que incluye a maguey Manso (Agave
salmiana var. Salmiana), a la selecciéon Verde Temazcalapa y a la seleccion Negro
Santa Barbara, permite observar que de acuerdo a las caracteristicas fenotipicas
dichos magueyes son muy semejantes, por lo que el algoritmo utilizado no permitié
separar a la especie de las variantes, si es que tuvieran algin grado de relacion.
: Este agrupamiento generado mediante el uso de caracteres morfolégicos indica que
'no es posible la separaciéon de A. salmiana var. Salmiané en variantes dado que
todos los individuos evaluados fueron fenotipicamente muy similares por lo que no
fue posible distinguir entre las selecciones generadas por los productores. Sin
embargo, los andlisis realizados posteriormente con marcadores genético-
moleculares arrojan resultados que si permiten separar a las selecciones de manera

clara ya que el genoma es un factor propio de cada especie o selecciéon y no varia
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por influencia del ambiente, ni es producto de la interaccion genotipo-ambiente,
particularidad que permite una clasificaciébn mas precisa. Finalmente, el grupo cuatro
integré a maguey Ayoteco (Agave salmiana var. Ayoteco); éste maguey es una
variedad botanica con caracteristicas fenotipicas muy particulares y aunque esta muy

emparentado con maguey Manso no se mezcld en el mismo grupo.

(Grupo 1)
Xilometl

(Grupo 2)
Carrizo

Lo o]

(Grupo 3)
Manso,

¢ Negro,
[E Verde T.

€
e { [f (Grupo 4)
LE Ayoteco

0.5
04

= o~
P=S =S

R?semiparcial

Figura 9. Dendrograma de relaciones fenotipicas entre las especies y variantes de
magueyes pulqueros obtenido mediante el método de agrupamiento Ward Estandar y
la distancia R? semiparcial. Grupo 1 (Maguey Xilometl): Grupo 2 (Maguey Carrizo);
Grupo 3 (Maguey Manso, Verde Temazcalapa y Negro); Grupo 4 (Maguey Ayoteco).
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4.2. Analisis de Datos Moleculares

4.2.1. Analisis Discriminante Canénico

El buscar un metodo con rigurosidad estadistica, que nos permita agrupar de
manera logica a los diferentes materiales analizados es particularmente importante,
ya que permite explicar y lograr desarrollar los objetivos, por lo que en este trabajo el
analisis discriminante candnico de datos moleculares permiti6 separar

adecuadamente a las especies y variantes de maguey pulguero.

___:_,.6,‘., FE

20 ‘

[ Verde T. ‘
10 4 |
|
-10 .sx Manso 5 10 X 120(@0 20 25
Carrizo° Negro
ilometl

[ -20 -

i | o Xiometi O VerdeT. A Carrizo X Manso X Ayoteco o Negro | |

Figura 10. Representacién grafica de variables discriminantes de seis grupos de

agaves pulqueros.

En contraste con el patrébn de agrupamiento obtenido a partir de los caracteres

morfolégicos, en esta figura se pueden distinguir claramente 6 grupos generados por
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el analisis discriminante a los cuales pertenecen Xilometl, Verde Temazcalapa,
Carrizo, Manso, Ayoteco y Negro, por lo que la informacion obtenida a partir de la
matriz de preseh'cia-ausen,cia de bandas fue mas precisa. Se analizaron 123 bandas
generadas por los 13 diferentes iniciadores, encontrandose diferencias marcadas
entre los distintos materiales analizados, lo que permitié realizar un agrupamiento
preciso. La clara diferenciacién entre poblaciones sugiere que los 6 materiales
analizados son especies y selecciones bien definidas para la produccion de
aguamiel, penca, mixiote u otros usos alternativos especificos de cada variante,

segun los productores.

La distihcién precisa de las poblaciones a partir de sus patrones RAPD; Qenerados
por la participacién Unica del genoma, sugiere que aunque los materiales comparten
grandes porciones de su genoma, las variaciones naturales ocurridas en la
secuencia de ADN que dan como resultado mutaciones, deleciones aleatorias,
inserciones o la presencia de un numero variable de copias repetidas en un
fragmento de ADN (Islam, 2004), han permitido la generacion de suficiente
variabilidad genética en las poblaciones evaluadas. Dichos eventos mas la seleccion
ejercida por los productores han permitido la generacién de especies y variantes de
especies que no pudieron ser diferenciadas de manera clara mediante la
caracterizacion morfolégica pero si cuando se hizo uso de los marcadores

moleculares tipo RAPD, es decir, a nivel de analisis del genoma.

4.2.2. Analisis por Individuos en Poblaciones de Maguey Pulquero.
El conjunto de iniciadores evaluados gener6é 123 bandas. En el cuadro 9 se

presentan el numero de Joci polimérficos asi como el porcentaje que éstos
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representaron del total de 123 bandas generadas por los iniciadores evaluados para

cada una de las poblaciones de magueyes analizadas.

Cuadro 9. Numero y porcentaje de /oci polimoérficos detectados en las poblaciones

analizadas.
Variante Numero de loci % de loci polimérficos
polimoérficos
Maguey Manso 40 22.82
Maguey Ayoteco 40 32.52
Maguey Negro 30 24.39
Maguey Carrizo 32 26.20
Maguey Xilometl 28 22.76
Maguey Verde 15 12.20

Los resultados obtenidos indican que tanto el nﬁmero, como el porcentaje de loci
polimérficos dentro de cada una de las especies y variantes fueron muy bajos;
observandose que los valores mas altos los presentaron los magueyes Manso y
Ayoteco con valores de 32.52 % de loci polimérficos, mientras que la seleccion
Verde Temazcalapa mostré solo un 12.20 %. Estos resultados establecen que las
poblaciones presentan reducida variabilidad genética. Lo anterior se debe
posiblemente a la forma de propagacion de los magueyes, via reproduccion
vegetativa por hijuelos, lo que ocasiona que las selecciones locales tiendan a mostrar
un polimorfismo genético mucho mas bajo que aquellas variedades como Manso y
Ayoteco, que son las mas cultivadas en el pais para la obtencién de aguamiel y

penca para barbacoa.

El' numero y el porcentaje de loci polimérficos fueron también muy bajos para

maguey Carrizo (32 y 26.2 %, respectivamente), Xilométl (28 y 22.76 %) y Negro (30
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y 24.39 %); y esta baja diversidad genética de las poblaciones es explicable dado
que éstos magueyes estan restringidos a pequefias areas de cultivo.

En el Cuadro 10 se muestra un listado de todos los iniciadores probados y sus
secuencias, el hamero de productos amplificados, el polimorfismo detectado por
cada iniciador por especie y el polimorfismo total por género. De 20 iniciadores de la
serie A de Operon probados, sélo 13 rindieron productos de amplificacién y 10
mostraron polimorfismo. Los iniciadores OPA02 y OPA20 detectaron un 100 % de

polimorfismo a nivel de género, mientras que el OPA15un 50 % .

Las Figuras 11A y 11B, asi como las Figuras 12A 'y 12B muestran los patrones
RAPD obtenidos mediante el empleo de los iniciadores OPAQ7 y OPA20, en ellas se
observa'|a existencia de variabilidad genética entre los individuos evaluédos, tanto

dentro del género como entre las especies o poblaciones.

La Figura 13 muestra un dendrograma de relaciones entre individuos pertenecientes
a diferentes variantes de maguey pulquero, obtenido mediante el analisis de 123
bandas tipo RAPD. En la misma se observa la formacion de dos grandes grupos que
incluyen cada uno a tres subgrupos bien definidos y que permiten distinguir a las seis
variantes de maguey evaluadas: 1) Maguey Ayoteco (Agave salmiana variedad
Ayoteco), 2) maguey Manso (Agave salmiana variedad Salmiana), 3) maguey Negro
(seleccion Santa Béarbara), 4) maguey Xilométl (seleccion Santa Barbara), 5) maguey
Carrizo (Agave mapisaga Trel), y 6) Maguey Verde Temazcalapa. Cabe destacar que
el uso de marcadores genético-moleculares tipo RAPD fue muy eficiente para

discriminar individuos de cada variante e incluirlos en grupos bien definidos.
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Cuadro 10. Lista de iniciadores y sus secuencias, nimero de productos amplificados,

polimorfismo detectado por especie y polimorfismo total.

S Polimorfismo por variante (%)

2

é Secuencia ar:r;(iifli‘:atgzs § g g E g .g Polir;\:t;flismo

S, © o o o ) ©

g s = > = Z 8
OPAO1 5'-CAGGCCCTTC-3' 12 50.0 50.0 16.7 25.0 41.7 16.7 66.7
OPAOQ2 5'-TGCCGAGCTG-3' 11 0.0 9.1 9.1 18.2 0.0 27.3 100.0
OPAO3 5'-AGTCAGCCAC-3 10 40.0 80.0 30.0 70.0 80.0 60.0 90.0
OPA0O4 5-AATCGGGCTG-3' 9 E 33.3 333 1.1 0.0 33.3 22.2 77.8
OPAO05 5'-AGGGGTCTTG-3' 4 25,0 50.0 50.0 50.0 0.0 0.0 75.0
OPAO06 5'-GGTCCCTGAC-3' NAT 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPAOQ7 5-GAAACGGGTG-3' 17 353 177 5.9 11.8 5.9 17.6 64.7
OPAO8 5'-GTGACGTAGG-3' NA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPAdQ 5'-GGGTAACGCC-3' 7 0.0 0.0 0.0 14.3 0.0 14.3 71.4
OPA10 5'-GTGATCGCAG-3' 8 250 375 0.0 1256 25.0 12.5 62.5
OPA11 5'-CAATCGCCGT-3' NA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPA12 5'-TCGGCGATAG-3' NA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPA13 5'-CAGCACCCAC-3' 5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPA14 5-TCTGTGCTGG-3' 8 250 375 0.0 12.5 25.0 0.0 62.5
OPA15 5'-TTCCGAACCC-3' 8 375 125 0.0 12.5 375 25.0 50.0
OPA16 5'-AGCCAGCGAA-3' NA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPA17 5'-GACCGCTTGT-3' NA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPA18 5-AGGTGACCGT-3' NA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPA19 5'-CAAACGTCGG-3' 15 46.7 267 33.3 33:3 6.7 60.0 86.7
OPA20 5-GTTGCGATCC-3' 9 66.7 66.7 0.0 333 55.6 33.3 100.0
Promedio 9.5

NA = No amplificé
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Figura 11. Patréon de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPAQ7. A. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey
Ayoteco 1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38. B. M = marcador de peso
molecular 1kb. Maguey Xilometl 39-54, Maguey Carrizo 55-66, Maguey Verde
Temazcalapa 66-76.
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Figura 12. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA20. A. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey
Ayoteco 1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38. B. M = marcador de peso
molecular 1kb. Maguey Xilometl 39-54, Maguey Carrizo 55-66, Maguey Verde
Temazcalapa 66-76.



La clasificacion de las variantes realizada por los productores en campo coincide con
la clasificacion genético-molecular obtenida mediante el analisis de los patrones
RAPD.

Este agrupamiento indica que las variantes de maguey pulquero analizadas son
selecciones muy especificas, donde los productores han sido muy cuidadosos
logrando con ello obtener materiales genéticamente bien definidos y diferenciados,
ademas de relacionados con caracteristicas de calidad del aguamiel, como es el
caso de los magueyes Negro, Manso, Verde Temazcalapa y Carrizo; o por la mayor

produccion de aguamiel como en los magueyes Ayoteco y Xilométl.
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Figura 13. Dendrograma de relaciones entre individuos de variantes de maguey pulquero, generado
mediante 1000 remuestreos y utilizando el coeficiente de Jaccard y 76 individuos con claves: Maguey
Ayoteco (AYO); Maguey Manso (MA), Maguey Negro (NE); Maguey Xilometl (XI); Maguey Carrizo
(CA); y Maguey Verde Temazcalapa (VT). La linea superior indica 0.02 de disimilitud. Los numeros
romanos indican grupos.
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En campo se observé que las selecciones utilizadas en este estudio son las que
predominan ya que por un lado, el maguey Carrizo se adapta a una diversidad
amplia de suelos; ademas, ésta especie es quizas la Unica que no es objeto de
extraccion de mixiote, lo que la hace excelente candidata para ser transplantada en
lugares donde la vigilancia de los productores no es tan eficiente. Por el cqntrario,
los magueyes Manso, Xilométl, Verde Temazcalapa, Negro y Ayoteco son variantes
que han sido objeto constante de rapifia para la obtencion ilegal de mixiotes. Debido
a que son las que proporcionan mejor calidad de penca, esto las ha ayudado a que
sobrevivan en pequefios ranchos y propiedades privadas, donde el productor las

- vigila constantemente y aprovecha de manera integral.

Se determina a través del dendrograma (Figura 13) que las variantes relacionadas
segun el agrupamiento | son Maguey Ayoteco, Manso y Negro, siendo éstas dos
Ultimas las més relacionadas genéticamente. Lo anterior coincide con los estudios
taxonomicos realizados por Rzedowski y Calderdén (1990) que clasifican a los
magueyes Manso y Ayotéco como Agavé salmiana variedad Salmiana y variedad
Ayoteco, respectivamente. La seleccion Negro Santa Barbara hasta el momento no
ha sido clasificada taxonémicamente y los resultados del presente trabajo sugieren
que geneéticamente puede estar muy relacionada con los magueyes Manso, por lo

que pudiera ser una seleccién de Agave salmiana.

El grupo Il incluyé a los magueyes Xilometl, Carrizo y Verde Temazcalapa. De los
tres, Carrizo y Verde fueron los mas emparentados. Los taxénomos clasifican al
maguey Carrizo como Agave mapisaga Trel, y dado que el maguey Verde esta

geneticamente muy relacionado con esta variante, es posible que sea una seleccion
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de la misma. Aunque desde el punto de vista morfolégico los tres magueyes son muy
diferentes, genéticamente parecen ser muy semejantes, cuestion particularmente
interesante, ya que quizd se trata de selecciones de rﬁutantes para ciertas
caracteristicas morfolégicas o bien son hibridos producto de cruzas espontaneas las

cuales fueron seleccionadas por los productores.

4.2.3. Analisis de Poblaciones en Especies y Variantes de Maguey Pulquero

El anélisis de poblaciones realizado utilizando el paquete Popgene version 32 refleja
que el porcentaje de loci polimérficos (P) entre las poblaciones o variantes fue de
73.17 % (Cuadro 11). Dentro de cada poblacién de maguey, los individuos
mostraron un polimorfismo de de 32.52 % en Manso, 32.52 % en Ayoteco, 1‘2.20 %
en maguey Verde Temazcalapa, 22.78 % en maguey Xilometl, 24.39 % en maguey
Negro y 26.02 % en maguey Carrizo. Los valores bajos de polimorfismo entre los
individuos dentro de las poblaciones sugieren que éstas presentan reducida
variabilidad genética. Lo anterior se explica por varias causas entre las que destacan
el tipo de propagacion (por hijuelos) lo que limita el cruzamiento entre los individuos,
la drastica disminucién del cultivo del maguey pulguero en todo el pais, la ausencia
de programas de mejoramiento genético, el nulo conocimiento de las selecciones de
los productores y la actual sobreexplotacion de las mismas. El maguey Manso, que
es el mas cultivado, presenta el mayor porcentaje de Joci polimorficos (32.52),
mientras que las selecciones particulares como el maguey Verde Temazcalapa
(12.20), Xilométl (22.78) y Negro (24.39) presentan porcentaje de loci polimorficos
muy bajos (Cuadro 11), esto debido a que son selecciones muy especificas que

ademas de propagarse via hijuelos, presentan un numero actual de individuos muy
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limitado lo que aumenta el riesgo de extincion y con ello la perdida de la diversidad

en agaves con importancia socioeconomica.

Cuadro 11. Diversidad genética dentro y entre las especies y variantes de maguey

pulquero Manso, Ayoteco, Verde, Xilométl, Negro y Carrizo.

Variante P (%) A Ae S H Gsr Nm N.I.

Manso o 5p 13252 12142 04781 04211 -
52 04704y (0.3560) (0.2748)  (0.1918)

Ayoteco spsp 13252 12074 01763  0.1191 -
52 04704) (0.3442) (0.2705)  (0.1878)

Verde 290 11220 10626 00591 00384 "
20 (03286)  (0.1973) (0.1677)  (0.1126)

Xilomet! bp7g 12276 11473 01206  0.0820 5
78 (0.4210)  (0.3183)  (0.2418)  (0.1695)

Negro onz 12439 11446 01271 00855 ;
39 04312)  (0.3101)  (0.2419)  (0.1682)

Carrizo 60y 12602 11482 01293  0.0860 "
02 04405) (0.3035)  (0.2393)  (0.1656)

Entre 17317 14822 0.4066  0.2757

poblaciones 17 (0.4449)  (0.3829) (0.2765)  (0.1971) 0:6762 02394

P = Porcentaje de loci polimorficos; A = numero de alelos por locus; Ae = numero efectivo de alelos
por locus; S = coeficiente de diversidad de Shannon; H = coeficiente de diversidad de Nei (1973); Ggr =
coeficiente de diferenciacidén genética entre poblaciones; Nm = grado de flujo genético; N.l.= numero
de individuos analizados. Los valores entre paréntesis indican la desviacién estandar.

El coeficiente de diversidad de Nei (H) (1973) para todos los loci estudiados en las

seis poblaciones de magueyes pulqueros fue de 0.2757 + 0.1971 (Cuadro 11);

mientras que para maguey Manso fue de 0.1211 +

0.1878, maguey Verde Temazcalapa 0.0384 =+

+

+

0.1918, maguey Ayoteco 0.1191 +

0.1126, maguey Negro 0.0855

(0.1682, maguey Xilometl 0.0820 + 0.1695 y maguey Carrizo 0.0860 + 0.1656, por

lo que se confirma la poca diversidad genética existente entre las poblaciones. El

maguey Manso presento la mayor diversidad, mientras que las selecciones fueron

las menos diversas.
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En el mismo Cuadro 11 se observa que el coeficiente de diferenciacion genética
entre las poblaciones fue relativamente alto (Gsr= 0.6762), lo que confirma que las
poblaciones estan altamente diferenciadas, producto de la seleccion dirigida de los
productores, que en su momento la realizaron con fines de mejorar la calidad del
pulque, penca, forraje o la adaptabilidad de las plantas a ciertas condiciones

- agroecoldgicas.

El grado de flujo genético (Nm= 0.2394) es muy bajo e indica que existe menos de un
individuo migrante por generacién entre las seis poblaciones lo que explica el grado

de diferenciacion entre los distintos magueyes pulqueros analizados.

Estos resultados son alarmantes en las poblaciones de magueyes pulqueros ya que
las variantes o especies pLieden estar en riesgo de desaparecer, ya sea por el tipo de
propagacién practicado o por el nulo interés por parte de las instituciones
gubernamentales para realizar programas de mejoramiento genético. El nimero de
alelos por locus (A) y el numero efectivo de alelos (Ae) fueron semejantes para las

seis poblaciones.

La reducida variabilidad genética detectada para las especies y selecciones
analizadas las pone en riesgo ya que en caso de ser atacadas por plagas o
enfermedades o ser expuestas a factores abidticos adversos (bajas temperaturas,
sequia, baja fertilidad del suelo), las poblaciones no contarian con la variabilidad
genética necesaria para adaptarse a estos cambios, lo que podria traer como

consecuencia la virtual desaparicion de éste cultivo.
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En el Cuadro 12 se observa que las poblaciones de maguey Manso y Negro
relacionaron con un valor de identidad igual a 0.8927. Este resultado sugiere que el
maguey Negro podria clasificarse como una variedad botanica de Agave salmiana.
Este resultado se confirma también mediante el analisis genético de poblaciones
realizado con 13 iniciadores (Cuadro 11), del cual se llevaron a cabo 1000
remuestreos (Figura 13), que permiti6 clasificar a todos los individuos analizados de

maguey Negro dentro de un solo grupo.

Cuadro 12. Matriz de distancias (diagonal inferior) e identidad genética (diagonal
superior) segun Nei's (1978) entre poblaciones de Magueyes pulqueros (Agave spp.)

obtenidas de los datos moleculares con 13 iniciadores.

Poblacién Ayoteco Manso Negro Xilometl Carrizo  Verde T.
Ayoteco 0.0 0.8333 0.8144 0.7114 = 0.7388 0.7188
Manso 0.1824 0.0 0.8927 0.7078 0.6553 0.6366
Negro 0.2053 0.1136 0.0 0.7418 0.6985 0.6987
Xilometl 0.3406 0.3455 0.2986 0.0 0.8224 0.8097
Carrizo 0.3027 0.4227 0.3588 0.1934 0.0 0.9098
Verde T. 0.3303 0.4516 0.3585 0.2111 0.0946 0.0

En el Cuadro 12 se observa que las poblaciones mas distantes fueron maguey
Verde vy Maguéy Manso con un valor. de identidad de 0.6366. Los taxénomos
clasifican al maguey Carrizo como Agave mapisaga Trel, y dado que el maguey
Verde estd muy relacionado genéticamente con esta variante (0.9098 de identidad
genética) es posible que sea una seleccién de la misma. El maguey Manso y el
maguey Verde pueden ser especies distintas, siendo Agave salmiana variedad
Salmiana el primero; y Verde que estd muy relacionado con Carrizo podria
clasificarse como una variante de Agave mapisaga Trel. Los marcadores moleculares

resultan muy utiles en el andlisis de poblaciones, ya que en el caso de los magueyes
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pulqueros permitieron la diferenciacién entre las especies de manera bastante clara,
asi como distinguir las variantes presentes dentro de las especies.

Es importante resaltar el hecho que aunque de acuerdo con los resultados obtenidos
mediante marcadores moleculares los magueyes Verde Temazcalapa y Carrizo
estan muy emparentados genéticamente (90 % de identidad), no obstante el analisis

de los caracteres morfolégicos concluye que estan poco relacionados.

De la matriz de identidad genética estimada con base en la distancia genética de Nei
(1978) (Cuadro 12) se derivd el dendrograma mostrado en la Figura 14, donde se
agrupan o separan las poblaciones correspondientes a especies y variantes de
maguey pulquero. Es posible observar que se forman dos grandes grupos que
incluyen cada uno a tres subgrupos bien definidos. Maguey Manso (Agave salmiana
var. salmiana), Maguey Negro y Maguey Ayoteco (Agave salmiana var. Ayoteco) en
el primer grupo; Maguey Xilometl, Maguey Verde Temazcalapa, y Maguey Carrizo

(Agave mapisaga Trel) en el segundo.

Las poblaciones que asociaron de manera mas estrecha fueron la especie Agave
mapisaga Trel (maguey Carrizo) y la variante Verde Temazcalapa con un valor de
identidad de 0.9098 el cual a su vez se relaciondé con maguey Xilometl con una
identidad de 0.8224. Por otro lado, hubo una asociacidon muy cercana entre maguey
Manso y maguey Negro (0.8927), seguida de la asociacién entre maguey Manso con

maguey Ayoteco; con un coeficiente de identidad de 0.8333.

El dendrograma de la Figura 14 muestra muy claramente las relaciones genéticas

existentes entre las poblaciones estudiadas. Las poblaciones pertenecientes a las
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dos especies conocidas de maguey pulquero, Manso (Agave salmiana) y Carrizo
(Agave mapisaga Trel) formaron dos grupos claramente diferenciados a una
distancia genética de 0.4227. Agave salmiana (maguey Manso) agrupo y estuvo
muy relacionado genéticamente con las variantes Ayoteco y Negro; mientras que
Agave mapisaga Trel (maguey Carrizo) agrupd con las variantes Xilométl y Verde

Temazcalapa.

Las relaciones establecidas sugieren que los magueyes pulqueros pudieron haberse
originado a partir de un ancestro comun y que en algin momento de la evolucion se
separaron y dieron origen a las especies que actualmente conocemos. Cabe
destacar que aunque la relacién genética existente entre maguey Carrizo, Xilométl y
Verde Temazcalapa fue muy estrecha, los caracteres morfolégicos evaluados no
permitieron establecer esta relacion ya que en campo estos magueyes son muy
diferentes entre si, lo que nos permite afirmar que la caracterizacion molecular fue

mas efectiva para clasificar variantes agronoémicas.

Con base en los resultados obtenidos se concluye que los patrones RAPD obtenidos
en este estudio fueron efectivos para estudiar la diversidad de los magueyes
pulqueros, puesto que permitieron agrupar de manera clara las distintas especies y

variantes.
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Figura 14. Dendrograma de relaciones genéticas entre poblaciones de magueyes

pulgueros.

4.2.4. Contraste entre los Caracteres Morfolégicos vs Marcadores Moleculares
(RAPD)

Los agrupamientos hechos a partir de caracteres morfologicos, asi como con los
marcadores genético-moleculares (RAPD) generaron arboles que permiten agrupar a
las especies o variantes analizadas. Debido a que la mayoria de los caracteres
morfoldgicos estan determinados por muchos genes y son fuertemente influenciados
por las condiciones ambientales, cuando se emplean para el estudio de pobléciones
podrian generar arboles erréneos o confusos. En contraste, los marcadores genetico-

moleculares al no ser influenciados por el ambiente, permiten obtener dendrogramas
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mas confiables con base en las variaciones a nivel ADN que puedan existir entre los
individuos o las poblaciones evaluadas. Con base en estos argumentos se realizd
una comparacion entre ambos tipos de caracteres por su eficiencia para agrupar a
los individuos considerados por los productores como pertenecientes a las diferentes

especies y variantes de maguey pulquero.

(Grupo 1)
l{“‘ Xilometl

ft
,—( (Grupo 2)
“§ Carrizo

(Grupo 3)
* Manso,

(—-{ﬁ Negro,

Verde T

%
....................... § (Grupo 4)
Ayoteco

0.5
04

ey
-

0.2
0l
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Figura 15. Dendrograma de relaciones fenotipicas entre las especies y variantes de

magueyes pulqueros obtenido mediante el método de agrupamiento Ward Estandar,

con base en distancias euclidianas al cuadrado.
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Figura 16. Dendrograma de relaciones genéticas entre las especies y variantes de
magueyes pulqueros obtenido mediante el método de agrupamiento Ward Estandar,
el cual utiliza las varianzas minimas para obtener el mejor patrén de agrupamiento.
Grupo A, (Maguey Ayoteco); Grupo M, (Maguey Manso); Grupo N, (Maguey Negro);
Grupo X, (Maguey Xilometl); Grupo C, (Maguey Carrizo); Grupo V, (Maguey Verde

Temazcalapa).

Si se compara la eficiencia de agrupamiento entre los caracteres morfologicos
(Figura 15) y los marcadores moleculares (Figura 16) y se toma en cuenta que

ambos arboles se generaron usando el mismo método de agrupamiento de Ward, se
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observa que los caracteres morfoldgicos permitieron distinguir sélo 4 Qrupos,
mezclando al menos 2 variantes y una especie. Estos resultados reflejan el efecto
del ambiente sobre la expresion del fenotipo de las plantas, ya que la informacién
genética de los magueyes Manso, Negro y Verde Temazcalapa fue muy semejante.
- Otra explicacion es que entre algunas de las variantes de maguey pulquero hubo
evolucién convergente para los genes que determinan las caracteristicas evaluadas,
lo cual establecio cierto parecido fenotipico, lo que resulté en la generacion de
arboles poco confiables, con baja capacidad para discriminar entre especies y sus
variantes (Figura 15). Los marcadores moleculares, en contraste, permitieron separar
en forma clara a las espepies taxonémicas y agrupar para cada una de ellas a las
variantes seleccionadas por los productores, sin importar el nimero de muestras que
se evaluaron. El uso de los marcadores RAPD en este estudio permitié establecer
que los productores cuentan con al menos 6 variantes genéticamente diferentes de

magueyes pulqueros que pueden ser utilizadas en su proceso productivo.
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V. CONCLUSIONES

1. Se detectaron correlaciones positivas entre el numero de hojas y la altura de
planta, altura de planta y largo de hojas, altura de planta y el nimero de espinas

laterales y numero de hojas y largo de hojas.

2. Los analisis de varianza, mostraron diferencias significativas (a < 0.01) entre
especies y variantes para las variables: altura de planta, numero de hojas, largo de

hojas, ancho de hojas, numero de espinas laterales y longitud de espina principal.

3. Los discriminantes morfoldégicos que permiten separar a las especies y variantes
de magueyes pulquero en cuatro grupos son longitud de espina principal y numero

de espinas laterales, las cuales en conjunto explican el 94 % de la variacion.

4. El analisis discriminante de los marcadores tipo RAPD permitié distinguir 6 grupos,
a cada uno de los cuales pertenecen Xilometl, Verde Temazcalapa, Carrizo, Manso,
Ayoteco y Negro.

5. Las poblaciones evaluadas mostraron reducida variabilidad genética.

6. El coeficiente de diversidad de Nei (H) (1973) para todos los /loci estudiados en las

seis poblaciones de magueyes pulqueros fue de 0.2757 + 0.1971, confirmando la

reducida variabilidad existente.
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7. El grado de flujo genético (Nm= 0.2394) fue muy bajo e indica que existe menos

de un migrante por generacion entre las seis poblaciones.

8. Las poblaciones que asociaron de manera mas estrecha son la especie Agave
mapisaga Trel (maguey Carrizo) y la variante Verde Temazcalapa con una valor de
identidad genética del 0.9098, mismos que a su vez se relacionaron con maguey
Xilometl con una similitud de 0.8224; por el otro lado hubo una asociacion muy
cercana entre maguey Manso y maguey Negro (0.8927), seguida de maguey Manso

con maguey Ayoteco con un coeficiente de identidad de 0.8333.

9. El analisis genético-molecular, a diferencia del analisis de los caracteres

morfolégicos, establecidé una distincion muy clara entre los materiales y una

separacion espacial de los mismos.
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VI. PERSPECTIVAS
Los resultados generados mediante marcadores genéticd-moleoulares ponen de
manifiesto la reducida variabilidad genética presente en las poblaciones del maguey
pulquero. Lo anterior, aunado al tipo de propagacion que se practica y la poca
atencién que se ha puesto en su estudio colocan a las especies y a las variantes
poblacionales en serio peligro de extincion, por lo que se debe establecer con
prontitud un proérama de conservacion, proteccion y propagacion de estas variantes,
asi como un programa de mejoramiento genético via cruzas o variacién somaclonal
mediante cultivo de tejidos, para aumentar el acervo genético que actualmente esta
muy reducido, de acuerdo a los resultados presentados. Es de importancia realizar
una prospeccion de materiales a nivel nacional a fin de determinar el nimero de las
variantes y especies que se utilizan en la actualidad y conocer su situacion genética
poblacional para asi contar con un gran nimero de individuos de partida para llevar a
cabo un-programa de mejoramiento genético asistido por marcadores m‘oleculares.
En la prospeccion de materiales realizada para este trabajo se encontraron y
evaluaron algunos generados por los productores, mismos que deben de ser
protegidos via registros o patentes para evitar el saqueo y robo de éstos por gente
ajena o extranjera, que podrian colocar a los productores bajo presiones de tipo
legal, aun mayores a las que en el momento actual estan siendo sometidos por parte

de las industrias cervecera y tequilera.
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VIll. ANEXOS

1A. Protocolo Utilizado para la Extraccion de ADN en Magueyes Pulqueros

1. Macerar 0.3 g de tejido fresco (hoja) en nitrégeno liquido sin dejar que se

descongele.

2. Pasar el tejido pulverizado a un microtubo de 1.5 mL conteniendo 600 pL de

amortiguador de extraccion y mezclar muy bien, agitando por unos segundos.

3. Incubar a 65 °C por 10 minutos con inversion ocasional de los tubos.

4. Adicionar 200 L de acetato de potasio 5 M, agitando por inversion y dejar 30

minutos en hielo.

5. Centrifugar a 15 000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Transferir el sobrenadante a otro microtubo conteniendo 700 pL de

isopropanol frio. Mezclar por inversion y dejar a -20 °C durante 20 minutos.

7. Centrifugar 10 minutos a 13 000 xg a temperatura ambiente.

8. Eliminar el sobrenadante y disolver el precipitado en 200 pL de solucion para

diluir.

9. Anfadir 2 uL de ARNasa A e incubar a 37 °C por una hora.

10. Adicionar 20 pL de acetato de sodio 3M y 200 pL de isopropanol frio, mezclar

por inversion y dejar a -20 °C por 2 horas.
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11. Centrifugar 10 minutos a 13 000 x g, a temperatura ambiente.

12.Eliminar el sobrenadante, lavar el precipitado con 200 uL de etanol al 70 %,

dejar secar la pastilla y disolver en 100 yL de TE, almacenar a -4 °C.

13. Observaciones: en maguey la hoja se desinfectdé con alcohol, luego se retird
la cuticula, se desinfecté nuevamente con alcohol al 70 % y se tomo la
muestra de la capa mas superficial cuidando no extraer con ella pedazos de

fibra o parénquima,
2A. Reactivos Utilizados en el Proceso de Extraccion de ADN

Amortiguador de extraccion:

e Tris—HCI 100 mM.

e EDTA - Naz; 50 mM.

e NaCl 500 mM.

e 2 — Mercaptoetanol 10 mM.
e SDS 1-3 %.

e pH8.0.

Solucién para diluir:

e Tris—HCI 50 mM.
e EDTA —Nay 10 mM.
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Amortiguador TE:

o Tris—HCI 10 mM.
e EDTA —Nas; 1 mM.

o pH 8.0,

ARNasa A:

e 10 mg/mL en Tris = HCI 10 mM.
e NaCl 5.0 mM.
° pH 7.0,

e Antes de usar hervir durante el tiempo recomendado por el proveedor.

3A. Procedimiento para Lavar Muestras con Residuos Vegetales

1. Centrifugar a 13,000 rpm durante 2 minutos.

2. El sobrenadante transferirlo a tubos Ependorff nuevos.

3. Precipitar adicionando 20 pL de acetato de sodio 3M mas 220 uL de
isopropanol frio.

4. Dejar a -20 °C durante una hora.

5. Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos.

6. Eliminar sobrenadante.

7. Dejar sec}ar 30 minutos.

8. Adicionar 200 pL de solucién para diluir.

9. Dejar disolver a 4 °C.
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4A. Calculos para Determinar la Concentracion de ADN
La concentracion se determind en ug / ul con la formula siguiente:
Concentraciéon en pg / ub = ODggo X 50 X factor de dilucién / 1000

Para el primer dato obtenido (ejemplo) en Maguey (Agave salmiana Var. Salmiana)

se calcula como sigue:

Concentracion en ug / uk = (0.110) (50) (200) / 1000  =1.1 pg / pL
Para poder llevar a 10 ug / yL se aplica la formula siguiente:

CiVi=Ca Vs

Vo= Cq V4/ Cy

Para el caso del mismo dato en maguey se tiene el resultado siguiente:
Vo= (1100 ng /uL) (2 uL )/ (10 ng / pL) V2=220 pL

Este resultado significa que al tubo Ependorff se tendran que agregar 220 uL de

agua mas 2 uL del extracto de ADN.
El siguiente paso es sacar el valor maximo y minimo:
Para este caso el valor maximo es de 1.1 pg/ pL

Mientras que el valor minimo es de 0.09 pg/ pL
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Si aplicamos la formula siguiente:

(1.1

Mg/ yL) (1 ml)/ 0.09 ug/ ub =24.4 L

Este resultado significa que al tubo Ependorff se tendran que agregar 24.4 uL de

ADN extraido mas 18 pL de agua.

5A. Protocolo para Fenolizar las Muestras de Agave

8.

9.

. Agregar 150 pL de TE y centrifugar.

Agregar 150 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (el fenol hay que
manejarlo con cuidado ya que provoca quemaduras).

Mezclar suavemente.

Centrifugar 5 minutos a 13,000 x g.

Tomar el 'éobrenadante y pasarlo a un tubo nuevo (cuidar no llevarse residuos
de fenol).

Limpiar nuevamente adicionando cloroformo (150 pL por tubo) mezclando
perfectamente (el cloroformo elimina al fenol que pudiera quedar ya que el
fenol inhibe a la Taq ADN polimerasa).

Centrifugar durante 5 minutos a 13,000 x g.

Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo, cuidando no extraer cloroformo.

Agregar 20 uL de acetato de sodio 3M mas 200 pL de isopropanoi-frio.

10.Mezclar por inversion lenta.

11. Colocar a -20 °C durante 2 horas para precipitar.

12.Centrifugar 10 minutos a 13,000 x g.

13.Eliminar sobrenadante.
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14. Lavar con etanol al 70 %, dejar secar 30 minutos en toallas absorbentes.

15. Agregar 100 uL de TE.

16. Cuantificar la concentracion de ADN mezclando 5 uL de ADN mas 995 uL de

agua.
FIGURAS:
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M

Figura 1A. Determinacion de la calidad del ADN genémico. M = marcador de peso
molecular 1kb. (1-20), muestras aleatorias de ADN proveniente de las 6 poblaciones

de magueyes pulqueros.

Figura 2A. Prueba del primer grupo de 20 iniciadores de la serie A de Operon
(Operon Technologies® Inc, Alameda, EE.UU) en muestras aleatorias de maguey
pulquero. OPA 01 (1); OPAO2 (2); OPAQ5 (3); OPAQ6 (4); OPAO8 (5); OPA13 (6);
OPA14 (7); OPA17 (8); OPA18 (9) y OPA19 (10). M = marcador de peso molecular
1kb.
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Figura 3A. Prueba de iniciadores de la serie A de Operon (Operon Technologies®
Inc, Alameda, EE.UU) en muestras aleatorias de maguey pulquero. OPA03 (1);
OPAO04 (2); OPA07 (3); OPAQ9 (4); OPA10 (5); OPA11 (6); OPA12 (7); OPA15 (8);
OPA16 (9) y OPA20 (10). M = marcador de peso molecular 1kb.
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Figura 4A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPAO1. M = marcador de peso molecular, 1kb. Maguey Ayoteco 1-17,

Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

158

Figura 5A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPAO1. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilometl 1-16,

Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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Figura 6A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulgueros con en

el iniciador OPAO2. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco 1-17,
Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

M1 234 56 789 101112 131415 161718 192021222324 25 26 27 2829 30313233 34 3536 3738 M

Figura 7A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el

iniciador OPAO2. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilometl 1-16,
Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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Figura 8A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPAO03. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco 1-17,
Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

M1 23456 7 8 9101112 1314 15 161718 1920 2122 232425 26 272829 3031323334 3536 3738 M

Figura 9A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPA03. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilometl 1-16,
Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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M1 23456 7 8 9101112 131415 161718 19202122 232425 26 27 28 29 30 31 3233 34 3536 37 38 M
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Figura 10A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPAO4. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco 1-17,
Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

Figura 11A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPAQO4. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilometl 1-16,
Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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M1 23456 78 9101112 131415 161718 19202122 232425 26 272829 303132 33343536 3738 M

Figura 12A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPAQ05. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco 1-17,
Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

Figura 13A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPA05. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilometl 1-16,
Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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M1 2 3 45 67 89101112 1314151617 18192021 222324 25 2627 2829 30 31 32 33 34 353637 38 M

Figura 14A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el
iniciador OPAQ7. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco 1-17,
Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

Figura 15A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con el

iniciador OPAQ7. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilometl 1-16,
Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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M1 2345 6 7 8 91011 12 131415 161718 19 202122 2324 25 26 272829 303132333435 36 3738 M

Figura 16A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulgueros con
base en el iniciador OPA09. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco
1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

M1 234 56 7 8 91011 12 131415 161718 19202122 232425 26 272829 303132333435 36 3738 M

Figura 17A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA09. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilometl
1-16, Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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Figura 18A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA10. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco
1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

: 33;34?35’36%7 38 M
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Figura 19A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA10. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilometl
1-16, Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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M1 23456 7 8 9101112 131415 161718 1920 2122 2324 25 26 27 28 29 30 313233343536 3738 M

Figura 20A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con

base en el iniciador OPA13. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco
1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

Figura 21A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulgueros con
base en el iniciador OPA13. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilomet|
1-16, Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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M1 23456 72809 10%11 12 131415 1617 18 192021 22 2324 25 26 272829 30313233343536 3738 M

Figura 22A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA14. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco
1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

Figura 23A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con

base en el iniciador OPA14. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilomet
2-16, Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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Figura 24A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA15. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco
1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

10 1112 1314 151617 18 19202122 23 24 25
; —_— - ¥

Figura 25A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA15. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilomet!
1-16, Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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M1 23 456 7 8 9101112 1314 15 161718 19202122 2324 25 26 27 28 29 30313233 3435 36 3738 M

Figura 26A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA19. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco
1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.
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Figura 27A. Patrén de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA19. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilomet|
1-16, Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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2 3456 7 8 91011 12 1314 15 161718 19202122 232425 26 27 28 29 30 31 3233 34 3536 37 38 M

Figura 28A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con

base en el iniciador OPA20. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Ayoteco
1-17, Maguey Manso 18-29, Maguey Negro 30-38.

M1 23 45 67 89 101112 131415 16

s

1718 19202122 2324 25 26 27 2829 3031323334 3536 3738 M

Figura 29A. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con
base en el iniciador OPA20. M = marcador de peso molecular 1kb. Maguey Xilomet!

1-16, Maguey Carrizo 17-28, Maguey Verde Temazcalapa 29-38.
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