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RESUMEN

La variabilidad genética del maguey Agave angustifolia Haw. se
analizo mediante polimorfismos en la longitud de los fragmentos am-
plificados (AFLP). Se incluyeron de 28 a 30 plantas en cada una de
tres poblaciones de maguey, originarias de tres municipios de Sonora,
México donde por tradicion se emplea esta especie para la produccién
de la bebida alcohélica denominada “bacanora”. Los indices de simi-
litud inter e intrapoblacionales oscilaron de 0.749 a 0.786 y de 0.800 a
0.827, respectivamente. La variabilidad promedio intrapoblacional
fue 0.26 y la mayor distancia genética se encontré en una misma po-
blacién (0.106 y 0.093). No se observé traslape interpoblacional de
individuos, lo que se reflejo en el valor de estructuracién de 0.165 con
65.16 % de loci polimoérficos y heterocigosis total de 0.313 + 0.038. La
variabilidad observada sugiere adaptacion ante los factores bidticos y
abioticos presentes en la Sierra Sonorense.

Palabras clave: Agave angustifolia, marcadores moleculares, diver-
sidad genética, bacanora.

SUMMARY

Genetic variability of Agave angustifolia Haw. was analyzed by
amplified fragment length polymorphism (AFLP). From 28 to 30
plants obtained from three agave populations found in three counties
in Sonora, México, were included. In such region this species is tra-
ditionally used for the production of “bacanora”, an alcoholic spirit.
Similarity indexes ranged from 0.749 to 0.786 among populations and
from 0.800 to 0.827 within populations. Average variability within
populations was 0.26, and the greatest genetic distance was found
within a single population (0.106 and 0.093). No overlap between in-
dividuals of different populations was observed, since the structuring
value was 0.165 with 65.16 % of polymorphic loci and the total hete-
rozygocity was 0.313 + 0.038. The estimated variability suggests
adaptation to the biotic and abiotic factors present in the Sonoran
Sierra.
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INTRODUCCION

Durante siglos se ha utilizado Agave angustifolia Haw.
en Sonora, México para la elaboracién de la bebida alco-
hélica denominada “bacanora”. De 1915 a 1991 su pro-
duccién fue clandestina, hasta la derogacion de la ley seca
en 1992. Su destilacion y comercializacién sin restriccio-
nes resultd en el sobreaprovechamiento del agave y cred
diversos impactos sobre las poblaciones silvestres, proble-
mas ecolégicos y de conservacion de suelos. Para los pro-
ductores es cada vez mas preocupante la disponibilidad de
materia prima, ya que solo existen plantaciones incipientes
(Moreno, 1998; Nuiez, 2001), aun cuando esta actividad
es una de las mas importantes, tanto econdémica como cul-
turalmente, en la Sierra Sonorense (Salazar, 2001).

El conocimiento de la diversidad genética dentro y en-
tre las poblaciones vegetales, asi como del tipo de varia-
cién que conduce a la formacién de nuevas especies, es
parte esencial de los estudios sobre evolucién (Nei y Ku-
mar, 2000). Para determinar el polimorfismo genético y
los niveles de diferenciacion, los marcadores moleculares
(MM) se han consolidado como una herramienta confiable
porque utilizan las diferencias existentes en la secuencia
del ADN para generar perfiles o huellas genéticas tnicas
para cada organismo (Barrett ef al., 1998; Aggarwal et al.,
1999; Arnold et al., 2002). Estos marcadores tienen venta-
ja sobre los morfolégicos, ya que no varian con el
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ambiente ni dependen del estado fisioldgico del individuo
(Arcade et al., 2000).

Se han registrado diversos métodos para la obtencion
de los MM, vy los principales son: Polimorfismo en la lon-
gitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs) (Botstein ef
al., 1980), polimorfismo del ADN amplificado al azar
(RAPDs) (Williams et al., 1990), microsatélites o secuen-
cias simples repetidas (SSR) (Weber y May, 1989) y los
polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplifica-
dos (AFLPs) (Vos et al., 1995). Este tltimo se ha emplea-
do para determinar relaciones evolutivas entre organismos
(Aggarwal et al., 1999), seleccién de individuos con fines
de mejoramiento (Madigan ef al., 1999), identificacién va-
rietal (Barrett et al., 1998), homologias de genomas entre
especies cultivadas (Barrett y Kidwell, 1998; Caicedo et
al., 1999), anilisis filogenético (Roa et al., 1997), diversi-
dad genética (Marsan et al., 1998) y deteccion de varia-
cién somaclonal (Sanchez-Teyer et al., 2003), entre otras.
El conocimiento del nivel de variabilidad de las poblacio-
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nes silvestres de Agave angustifolia es un factor determi-
nante para la conservacion y el manejo sostenible de los
recursos naturales en la industria del bacanora, y coadyuva
a la definicién de estrategias para la seleccién de indivi-
duos élite en el establecimiento de plantaciones. El objeti-
vo del presente trabajo fue determinar la diversidad genéti-
ca de A. angustifolia en tres regiones de la Sierra Sonoren-
se de México, mediante AFLPs.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de muestreo

En la Figura 1 se sefialan las nueve areas de muestreo
de maguey. Se analizaron tres sitios por municipio, cada
uno con una superficie aproximada de 2 km® y separados
entre si por una distancia minima de 1 km. Los puntos de
muestreo de cada uno de los municipios, Moctezuma, Ba-
cadéhuachi y Nacori Chico, Sonora se consideraron como
una poblacién.
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Figura 1. Sitios de muestreo de las tres poblaciones de Agave angustifolia estudiadas.



BARRAZA, SANCHEZ, ROBERT, ESQUEDA Y GARDEA

Material vegetal

Se colectaron 10 plantas por sitio de muestreo, como la
ilustrada en la Figura 2, para un total de 90 individuos. De
ese total se analizaron 87, debido a contaminacién de tres
especimenes. Los criterios de seleccion fueron que los
agaves estuvieran aparentemente sanos, presentaran tallas
de 20 a 50 cm, y provinieran de plantas madres diferentes.

Figura 2. Planta de Agave angustifolia Haw., en la Sierra Sonoronse, México.

Extraccion de ADN y desarrollo de AFLPs

El ADN se extrajo con el método miniprep desarrolla-
do por Keb-Llanes et al. (2002). Este incluye la precipita-
cioén y resuspension del ADN tres veces antes del precipi-
tado final, asi como una modificacion de tres de lavados
con cloroformo isoamilico (24:1). El ADN gendémico total
se cuantificé con base en la lectura de absorbancia a 260
nm en un espectrofotdmetro Beckman DU6.

Para la obtencién de los AFLPs se empled el protocolo
de Vos et al. (1995) con ligeras modificaciones en los vo-
limenes de reaccion; los fragmentos amplificados fueron
separados por electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida 6 %, a 1870 V, 40 mA y 70 W durante 2 h,
como condiciones de corrida. Una vez transferidos a pa-
pel, los geles se secaron durante 2 h y se expusieron a una
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pelicula de rayos X (Kodak ®) durante 48 h. Luego, las
peliculas se revelaron para visualizar las bandas.

Analisis de datos

El rango de tamafios en los fragmentos analizados fue
de 100 a 400 pb, estimados con base en el marcador de 30-
330 pb (Invitrogen). Para obtener el indice de similitud
genética se gener6 una matriz binaria, en la que se asignd
el valor de 1 a la presencia y O a la ausencia de una banda
y se aplico la féormula de Nei y Li (1979). Para generar el
dendrograma se utilizd el método de agrupacion de pares
no ponderados con medias aritméticas (UPGMA), con la
subrutina SAHN (Sequential Agglomerative Hierarichal
Nested) del programa NTSYS Versiéon 2.02i (Rohlf,
1993). Para obtener los indices de variacidn y estructura-
cién de las poblaciones (Fsr) se gener6 otra matriz en don-
de a las bandas presentes y ausentes se les asignaron los
valores de 1y 2, respectivamente; estos indices se analiza-
ron con el programa Tools for Population Genetic Analy-
ses (Miller, 1997). Se supuso que la presencia de la banda
representa al genotipo dominante, mientras que su ausencia
representa al homocigoto recesivo. La variacion genética
se estimé mediante el cdlculo de la heterocigosis esperada
(He) en el equilibrio Hardy-Weinberg con la proporcion de
loci polimorficos (P), y se aplicd la correccién para mar-
cadores dominantes sugerida por Lynch y Milligan (1994),
asi como el valor de Fsr para la diferenciacion entre pobla-
ciones (Op).

RESULTADOS Y DISCUSION

De la amplificacién selectiva con cinco combinaciones
de iniciadores seleccionadas, se obtuvo un total de 393
marcadores AFLP en un rango de 100 a 400 pb, de los
cuales 353 (82.8 %) fueron polimoérficos, y en promedio
se generaron 78.6 marcadores por combinacion. El mayor
polimorfismo se observd con la combinacion ACG/CTT,
con 78 bandas totales y 96.1 % de polimorfismo. En con-
traste, la combinacion ACA/CAT registr6 78 bandas tota-
les y polimorfismo de 83.3 %; ademas se determiné un
valor de reproducibilidad de 97 %. El patrén de bandas
obtenido con AFLPs en agave se presenta en la Figura 3.

Indices de similitud

Los indices de similitud (IS) entre los individuos varia-
ron de 0.747 a 0.951, en el que 80.2 % de los individuos
se encontraron en un rango de 0.747 a 0.828. El dendro-
grama obtenido con los IS mostré agrupamientos corres-
pondientes a cada municipio de origen y, en la mayoria de
los casos, se observaron subgrupos relacionados con cada
punto de muestreo, con excepcion de M1-3 y M1-7 que se
apartan notoriamente del grupo al que pertenecen,
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Figura 3. Productos AFLP de poblaciones de Agave angustifolia de la Sierra de Sonora, obtenidos con la combinacion ACA/CAT. Los paneles A, By C co-
rresponden a individuos de las poblaciones de Bacadéhuachi, Moctezuma y Nacori Chico, respectivamente. M corresponde al marcador de 30-330 pb.
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Figura 4. Dendrograma de tres poblaciones de Agave angustifolia basado en indices de similitud obtenidos con cinco combinaciones de iniciadores AFLP. B,
My C corresponden a los individuos de las poblaciones de Bacadéhuachi, Moctezuma y Nacori Chico, respectivamente, el numero subsiguiente corresponde
al punto de muestreo y el numero de individuo se indica después del guion.
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posiblemente debido a que son producto de la cruza con
otra especie de agave que habita en la misma region. Sin
embargo, no se observd variaciéon morfoldgica ni traslape
interpoblacional de individuos (Figura 4).

La similitud intra e interpoblacional vari6 de 0.800 a
0.827 y de 0.749 a 0.786, respectivamente, con promedio
(ISP) de 0.81. Esta similitud fue menor a la registrada para
Agave tequilana var. Azul donde s6lo 1 de los 124 produc-
tos de RAPD (0.8 %) fue polimoérfico y 39 de las 40 plan-
tas fueron completamente isogénicas (Gil et al., 2001). Es-
ta ausencia de variabilidad se atribuy6 al sistema de
propagacioén asexual empleado en el maguey tequilero.
Con este mismo método de reproduccion, en A.
fourcroydes se registr6 una generaciéon de variabilidad
genética entre plantas madres y rizomas (Infante et al.,
2003). El ISP para henequén proveniente de rizomas,
bulbilos y semillas fue de 0.949, 0.915 y 0.885,
respectivamente (Reyes, 2004; Com. personal)'. Estos
valores son similares a los obtenidos en el presente trabajo,
lo que sugiere que el origen en algunas plantas pudo ser
mediante la dispersion de semilla, con el establecimiento
de la poblacion a través de la
concertacion de mecanismos de reproducciéon sexual y
asexual.

Indices de variacion y estructuracion genética

Para analizar los datos de variacién y estructuracién
genética se calculd la heterocigosis esperada (He) y la pro-
porcién de loci polimoérficos para cada poblacién y la es-
pecie en conjunto. Aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la heterocigocidad, la
proporcién de loci polimoérficos en la poblaciéon de Nécori
Chico fue mayor que en Bacadéhuachi y Moctezuma (Cua-
dro 1). Estos resultados concuerdan con el valor de distan-
cia genética obtenido de 0.20 para Nacori Chico, con un
alto soporte de robustez (Figura 4) y sugieren que existe
mayor diferencia genética en el agave de Nacori Chico.

Cuadro 1. Indices de variacion genética en cada poblacion y para la espe-
cie Agave angustifolia.

Poblacién N He P
Bacadéhuachi 29 0.249 61.57
Moctezuma 28 0.253 65.40
Nacori Chico 30 0.295 68.53
Hs = 0.261 ( £ 0.023) P = 65.16
Especie Hr = 0.313 (£ 0.037) P =65.16

N = Numero de individuos en la muestra; Hg = Heterocigosis esperada; P =
Proporcion de loci polimérficos; Hs = Heterocigosis esperada promedio a
nivel de poblacién; Hr = Heterocigosis total.

Al comparar los valores de He con los registrados para
otras especies de Agave se observ) una menor variabilidad

E. Reyes (2004) Estudia de la variabilidad genética de henequén (Agave fourcroy-
des Lem) con marcadores molecualres (AFLP) y su posible origen. Tesis Doctoral.
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatidn, Mérida.
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genética que en las poblaciones de A. lechuguilla y A. vic-
toriae-reginae (Barrett y Kidwell, 1998; Caicedo et al.,
1999; Martinez-Palacios et al., 1999; Silva-Montellano y
Eguiarte, 2003). Por el contrario, los valores citados en
este trabajo fueron mayores que en A. potatorum, A. cu-
preata, A. cerulata, A. deserti y A. subsimplex (Navarro-
Quezada et al., 2003). La proporcién de loci polimoérficos
analizados en las poblaciones de A. angustifolia fue infe-
rior al de otras especies de agave previamente estudiadas
(Massey y Hamrick, 1998; Martinez-Palacios et al.1999;
Navarro-Quezada et al., 2003). Cabe mencionar que estas
determinaciones se realizaron con otras técnicas, en donde
el nmimero de marcadores fue inferior al obtenido con
AFLPs.

En lo que respecta a la estructuracion (Fsr) se obtuvo
un valor de 0.165 entre poblaciones, el cual indica poca
diferenciacion entre poblaciones y sugiere la existencia de
apareamiento al azar. Los valores de Fsr determinados en
este estudio son parecidos a los de monocotiledoneas con
semillas dispersadas por gravedad (Hamrick y Golt, 1996).
En otras especies de monocotiledoéneas y plantas perennes
se han encontrado valores de 0.38 y 0.25, respectivamen-
te, que son superiores que la mayoria de los agaves
(Martinez-Palacios et al., 1999; Silva-Montellano y
Eguiarte, 2003). Lo anterior sugiere la dispersion por se-
milla a nivel intrapoblacional mas que entre poblaciones,
lo que concuerda con la asincronia en la floracién observa-
da en algunos sitios al realizar los muestreos, lo que pudo
ser una de las causas del mayor nivel de estructuracién ob-
servado entre las poblaciones de A. angustifolia con res-
pecto a otras especies de agave. Esta asincronia se ha en-
contrado también en algunas poblaciones de A. potatorum
(Aguirre, 2004; Com. personal)®.

Si bien las condiciones climaticas de la zona estudiada
no son las mas adecuadas para la germinacién, las plantas
de A. angustifolia tienden a crecer en asociacién con una
diversidad de arboles donde las semillas encuentran condi-
ciones favorables para germinar. Estas asociaciones se ob-
servaron comunmente durante la colecta de las muestras;
asi mismo, como A. angustifolia es diploide no presentaria
grandes problemas para reproducirse por semilla. Las es-
pecies poliploides son las que generalmente tienden a re-
producirse principalmente por propagacion vegetativa
(Eguiarte y Silva-Montellano, 2000).

En el caso de la reproduccién por semilla, los poliniza-
dores tienen una contribucion clave en el éxito de ésta. Se
ha observado que los principales polinizadores de los

2 . L. .

D Aguirre (2004) Genética de poblaciones de Agave cupreata 'y Agave potatorum:
Aportaciones para el manejo y conservacion de dos especies mezcaleras. Tesis de
Licenciatura. Universidad Nacional Auténoma de México. México, D.F.
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agaves en México son los murciélagos, aunque en el norte
del pais también son importantes los esfingidos (Bombus
pennsylvanicus) y las abejas (Apis mellifera, Lasioglossum
spp.). Sin embargo, algunas especies del subgénero Agave
estan limitadas en su fecundidad por los polinizadores
(Eguiarte y Silva-Montellano, 2000).

No se encontrd correlacion significativa entre variabili-
dad genética y altitud (r = 0.326, P > 0.05). En otros es-
tudios se ha observado que la elevacion y el habitat influ-
yen sobre la diversidad genética, ya que afectan el creci-
miento y la reproduccién de las plantas, al generar ambien-
tes propicios para favorecer la germinacion y el estableci-
miento de genotipos (Trame et al., 1995; Hernandez y
Barcenas, 1996). En plantas de A. angustifolia localizadas
en regiones cercanas a Hermosillo, Sonora, las plantas méas
grandes y vigorosas se encontraron e€n sitios con un rango
de 800 a 1200 msnm (Nufez, 2001). De igual forma,
Nobel (1998) y Martinez-Palacios et al. (1999) indicaron
que en Sonora A. deserti presenta mejor crecimiento con-
forme se incrementa la altitud, debido a la mayor precipi-
tacion y temperaturas favorables para la germinacion y el
desarrollo de las plantas.

Segtin Massey y Hamrick (1998), la magnitud del flujo
genético entre las especies depende de varios factores, co-
mo los habitats que ocupan. En los sitios muestreados en
Nacori Chico la vegetacion es mas diversa, lo cual podria
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favorecer la formacion de subpoblaciones parcialmente se-
paradas una de otra y genéticamente diferenciadas, lo que
contribuye al aumento de la variabilidad.

Distancia genética

Al analizar la distancia genética (DG) entre todos los
puntos de muestreo que integraron cada poblacién, se en-
contré en Nécori Chico los valores méas alejados genética-
mente con respecto a las otras dos poblaciones. En el ana-
lisis de agrupamientos se observd diferenciacion entre cada
poblacion, con mayor relaciéon de Bacadéhuachi con Moc-
tezuma y menor con Nécori Chico (Figura 5).

CONCLUSIONES

En la regién serrana de Sonora, Agave angustifolia
mostré altos niveles de variabilidad genética dentro de sus
poblaciones. Aunque present6 una baja estructuracion ge-
nética, ésta resultd superior a la mayor parte de los taxones
estudiados de agave. La diversidad genética observada in-
dica que sera preciso llevar a cabo estudios morfoagrond-
micos complementarios para identificar las plantas adecua-
das para la elaboracién de bacanora.

0.300 0.225 0.150 0.075 0.000
. .
wl: Sitio 2
0.99 Sitio3 ¢~  Bacadéhuachi
| Sitiol J
0.99
I, H N
0.72 Sitio 2
0.99 L Sitio3 » Moctezuma
200 | sitiol |
—_— Siti 3\
0.95 Sitio 2
1.00 L Sitio3 » Nacori Chico
Sitiol J

Figura 5. Dendrograma de las distancias genéticas entre poblaciones de Agave angustifolia mediante el uso de UPGMA. El niimero en los puntos de union
corresponden al valor de robustez que soporta al nodo después de 1000 réplicas.
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