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RESUMEN

México cuenta con una gran diversidad de especies de Agave, lo que
ha permitido el aprovechamiento de sus azicares fermentables para la
elaboracion de bebidas alcohdlicas como el tequila y el mezcal. Ambos
productos estan protegidos con una denominacion de origen, pero elaborados
a partir de agaves distintos. Cuando el mezcal puede elaborarse a partir de mas
de 14 especies de Agave, el tequila solo se produce a partir del Agave tequilana
Weber cv azul. En aiios recientes, se han incorporado nuevos productores de
mezcal que no cuentan con la habilidad en la identificacion de material para
propagar, siendo la caracterizaciéon morfoldgica de los hijuelos una alternativa,
lo cual resulta una tarea demandante y en ocasiones poco precisa, debido a la
falta de experiencia. Con la finalidad de contar con una herramienta rapida y
confiable en la identificacion de especies de Agave, se evaluaron marcadores
ISSR (Inter Secuencias Simples Repetidas) para detectar polimorfismos entre
especies de Agave tequilana, A. angustifolia, A. potatorum y A. karwinskii,
estos tres Ultimos utilizados en la produccion de mezcal. Empleando hijuelos
de cada especie, se evaluaron seis iniciadores ISSR, presentando un patrén
de amplificacion diferencial y consistente. A partir de nueve parametros
morfolégicos se determiné por medio de analisis de componentes principales
(ACP) que los primeros tres componentes representan el 70 % de la variacion,
con lo que se lograidentificar las especies de agaves evaluadas, lo que coincide
en el agrupamiento de éstas con el obtenido a partir de los marcadores ISSR.
Se considera que los seis iniciadores evaluados son una herramienta rapida y
efectiva para la diferenciacion genética entre las especies y que puede apoyar
a las organizaciones regulatorias al cumplimiento de las normativas para
asegurar la calidad del mezcal y el tequila, asi mismo a las grandes destilerias
o palenques que tienen la necesidad de comprar a terceros su materia prima.
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SUMMARY

Mexico has a great diversity of Agave species, which has allowed the
use of its fermentable sugars for production of alcoholic beverages such as
tequila and mezcal. Both products are protected with a designation of origin
but made from different agaves. While mezcal can be made from more than
14 species of Agave, tequila is only produced from Agave tequilana Weber cv
azul. In recent years, new mezcal producers have been incorporated that do
not have the ability to identify material to propagate, being the morphological
characterization of the suckers an alternative, which is a demanding and
sometimes inaccurate task, due to the lack of experience. In order to have
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a fast and reliable tool for the identification of Agave species, ISSR markers
(Inter Simple Sequence Repeats) were evaluated to detect polymorphisms
between species of Agave tequilana, A. angustifolia, A. potatorum and A.
karwinskii, the last three used in the production of mezcal. Using suckers
of each species, six ISSR primers were evaluated, presenting a differential
and consistent amplification pattern. Using nine morphological parameters,
it was determined by principal component analysis (PCA) that the first
three components represent 70 % of the variation, with which it is possible
to identify the evaluated agave species, which coincides in the grouping of
these, with that obtained from the ISSR markers. The six primers evaluated are
considered to be a fast and effective tool for genetic differentiation between
species and that they can support regulatory organizations in complying
with regulations to ensure the quality of mezcal and tequila, as well as large
distilleries or palenques that have the need to buy their raw material from third
parties.

Index words: ISSR, mezcal, polymorphism, tequila.
INTRODUCCION

México es reconocido como centro de origen del género
Agave, el uso de este género va desde la obtencidn de
fibras, alimento, forraje y principalmente la produccion
de bebidas alcohdlicas (Ortega et al., 2000). Esta ultima
actividad representa un importante porcentaje del producto
interno bruto de México y de ingresos para la poblacion
dedicada a las actividades relacionadas con el cultivo,
desde la plantacion hasta la cosecha, comercializacion e
industrializacion de Agave.

Eltequilay el mezcal poseen una denominacién de origen
y son reguladas bajo las Normas Oficiales Mexicanas NOM-
006-SCFI-2012 (SE, 2012) y NOM-070-SCFI-2016 (SE,
2017), respectivamente, donde se establece que el tequila
se elabora solo a partir de pifias de Agave tequilana Weber
cv azul, a diferencia del mezcal, el cual puede ser elaborado
de 14 especies, siempre y cuando éstas no sean utilizadas
para la elaboracién de otras bebidas con denominacion de
origen del mismo estado, y en cumplimiento a la normativa



MARCADORES MOLECULARES ISSR EN AGAVES

en vigor. El Agave angustifolia es la especie mas utilizada
en la produccién de mezcal, y con mayor avance en su
paquete tecnoldgico, a diferencia de las otras especies que
son en su mayoria silvestres, cultivadas o semicultivadas
(Carrillo, 2007).

La propagacién de los principales Agaves utilizados
en la produccién del tequila y el mezcal es mediante la
reproduccion asexual a través del rizoma (hijuelos), que en
teoria permiten obtener clones fenotipica y genéticamente
idénticos a la planta madre (Torres-Moran et al,, 2006),
tal es el caso de A. tequilana y A. angustifolia. La edad
optima de un agave para reproducirse es entre tres y cinco
afos, y puede dar origen anualmente a entre uno y dos
hijuelos. Dependiendo de la especie, algunas se propagan
solamente por semillas, tal es el caso de A. karwinskii y
A. potatorum que se propagan de manera sexual, via
que resulta mas compleja ya que los agricultores cortan
la inflorescencia al inicio de su desarrollo para promover
la acumulacion de azucares en el tallo, evitando su
reproduccion y disminuyendo las poblaciones silvestres
(Aguirre-Dugua y Equiarte, 2013; Pérez-Negron y Casas,
2007).

Ante el surgimiento de nuevos productores de tequila y
mezcal, se ha generado la necesidad de contar cada vez
con mayor superficie establecida del cultivo de Agave,
actualmente existen mas de 144 mil hectareas de A.
tequilana Weber cv azul utilizadas para la produccién de
tequila (CRT, 2017) y mas de 20 mil hectéreas registradas
ante el consejo regulador del mezcal (CRM, 2019),
generando con esto la necesidad de contar con material
propagativo sano, vigoroso y correctamente identificado
de acuerdo con la especie de interés.

La identificacion de especies de Agave fundamentada en
medidas anatémicas no es una labor sencilla (Verduzco-
Martinez et al., 2009) y en las pifias cosechadas que llegan
alas destilerias resulta imposible, ya que pierden todos sus
descriptores varietales. Los marcadores moleculares han
resultado ser una herramienta (til en la caracterizacion de
especies de Agave (Gil-Vega et al., 2006; Rodriguez-Garay
et al., 2009) es una alternativa rapida y de facil acceso en
especies de dificil identificacion (Davis, 1996).

Los trabajos de variabilidad genética en Agave han sido
apoyados por el uso de marcadores moleculares, los cuales
se han consolidado como una herramienta confiable, que
ha permitido un desarrollo exponencial en el conocimiento
de las bases genéticas de diversas respuestas y procesos
presentes en los organismos (Astorga, 2008). Entre las
técnicas mas utilizadas se encuentran los AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
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Amplified Polimorphic DNA), ISSR (Inter Simple Secuence
Repeats); estos Ultimos utilizados en trabajos de relaciones
genéticas de Agave cocui y otras especies del mismo
género, asi como en la determinacién de la variabilidad
genética entre individuos de las especies A. cocui Trel.
A. angustifolia Haw. y A. tequilana (Davila, 2007). Los
marcadores ISSR se utilizan por su répida implementacién
y por su bajo costo al establecer diversidad genética
(Awasthi et al, 2004; Jin et al., 2003; Zizumbo-Villarreal et
al., 2005). La interpretacion de este tipo de marcadores se
realiza con la lectura de geles, donde las amplificaciones
repetitivas idénticas con secuencias de anclaje diferentes
que proporcionan patrones y son analizados como
marcadores dominantes, lo que significa que son bialélicos
con bandas presentes o ausentes, las cuales se registran
como los dos alelos de un locus (Wolfe y Liston, 1998).

En las plantas de Agave, pertenecientes a la familia
Asparagaceae, se han utilizado diferentes tipos de
marcadores moleculares como los RAPDs (Gil et al., 2007,
Rodriguez-Garay et al 2009) en la caracterizacion de
A. tequilana, los AFLPs en estudios de variabilidad de A.
fourcroydes (Infante et al., 2003), en diferentes variedades
de A. tequilana (Gil et al 2001), asi como también los
espaciadores inter-secuencias (ITS) de los genes
ribosomales nucleares usados por Bogler y Simpson
(1996) para estudios filogenéticos en la subfamilia.
Las ventajas que ofrece la técnica de ISSR sobre otros
marcadores son principalmente sobre la alta variacion que
detecta, asi como en su reproducibilidad debida a las altas
temperaturas de alineacion utilizadas en la PCR; asimismo,
no son necesarias altas concentraciones de ADN y no es
necesario conocer la secuencia del genoma del organismo
en estudio (Reddy et al., 2002).

El objetivo del presente estudio fue comparar la
caracterizacion morfolégica de hijuelos y el empleo de
marcadores moleculares ISSR en la diferenciacion de
A. angustifolia, A. karwinskii, A. potatorum y A. tequilana,
especies utilizadas en la produccién de tequila y mezcal,
con la finalidad de contar con una herramienta precisa,
accesibley rapida en laidentificacion de especies de Agave.

MATERIALES Y METODOS
Material genético

Se colectaron cinco plantas por cada especie de Agave
bajo estudio; las plantas de Agave karwinskii (Cuixe) y
A. potatorum (Tobald) tuvieron su origen en la zona de
Miahuatlan, Oaxaca, provenientes de la germinacion de
semillas en vivero por un periodo de 9 a 12 meses, el A.
angustifolia (Espadin) provino de hijuelos de un calibre
de pifia de 5 cm del mismo municipio, mientras que los
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hijuelos de A. tequilana "0" (5 cm de didametro de pifia)
fueron colectados en el municipio de Tequila, Jalisco,
dentro del &rea de la denominacion de origen (DOT) (Figura

1).
Evaluacion morfoldgica

Se evaluaron nueve caracteres cuantitativos de cada
planta: longitud de planta en cm, didmetro de pifia en
cm, en la hoja se midié el ancho y la longitud en cm; en
la espina apical la longitud en mm, distancia entre espina
apical y lateral en mm, largo y ancho de espina lateral en
mm y el nimero de espinas en 10 cm (Figura 2). Se realizo
andlisis multivariado de componentes principales de los
datos obtenidos mediante el programa estadistico Infostat
version V2.0. 2020.

Caracterizacion molecular

La extraccion de ADN se realizé con el método de CTAB
(Bromuro de cetil trimetil amonio) (Wagner et al., 1987).
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Se realizo el corte de dos trozos de 1 cm?de la hoja mas
joven, lavada en una solucion de cloro comercial 6 %. Se
mezclaron 50 mg de tejido vegetal previamente pulverizado
con nitrégeno liquido con 700 yL de CTAB 4 % (NaCl 1.4
M, B-mercaptoetanol 0.2 %, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100
mM). La mezcla se agitdé suavemente por inversion y
se incubd por 60 min agitando cada 15 min; luego, la
muestra se enfri¢ a temperatura ambiente y se agregaron
700 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agité
vigorosamente y se centrifugd a 14,000 rpm por 10 min;
cuidadosamente se extrajo la fase acuosa y se depositd
en un nuevo tubo. Se adicionaron 500 uL de isopropanol
frio al tubo y se mezcld suavemente, incubandose a -20 °C
por 30 min; se centrifugd a 14,000 rpm por 5 miny se retird
el sobrenadante; se realizaron dos lavados con 500 pL de
etanol 70 % centrifugando entre cada uno de ellos a 14,000
rpm por 5 min; finalmente, el pellet obtenido se dejé secary
se suspendid con una solucion de Tris-HCI 10 mM, pH 8.0.
Se verifico la pureza mediante la relacion de absorbancia
A260/A280, asi como la integridad de éste a través de la
visualizacion en geles de agarosa 1.2 %.

Figura 1. Especies de Agave utilizadas en el estudio. A) A. angustifolia, B) A. karwinskii, C) A. potatorum, D) A. tequilana.
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Figura 2. Descripcion de algunos caracteres evaluados: A) longitud de hoja de A. angustifolia, B) ancho de hoja de A.
potatorum, C) distancia entre la espina apical y lateral en A. angustifolia, D) longitud de espina apical de A. karwinskii.

Se evalud un total de seis iniciadores ISSR (Cuadro 1)
bajo las siguientes condiciones: para una reaccion de
12.5 pL se agregoé MgCl, 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, 0.5 U
de Taq ADN polimerasa y 10 pmol de iniciador ISSR. La
amplificacion se realizé en un termociclador empleando 40
ciclos de 94 °C por 1 min, 38 °C por 1 miny 72 °C por 2 min,
y una extension final de 72 °C por 7 min. Los productos
de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa 1.2
% tefiidos con gelred (Biotium) a una concentracion de 1X
en una solucién buffer TBE 1X (108 g Tris base, 55 g 4cido
borico, 40 mL EDTA 0.5 M, pH 8.0).

Los productos de PCR con los diferentes iniciadores
fueron leidos directamente de los geles tomando en cuenta
bandas de entre 200 y 1200 pb medido con marcador de
1 kb (Invitrogen) y los patrones de bandeo ISSR fueron
convertidos a cddigo binario de 1 y O para presencia y
ausencia, respectivamente. Los datos binarios fueron
utilizados para generar una matriz de similitud usando el
indice de Jaccard y se construyé un dendrograma a partir
de la matriz empleando el método UPGMA (Método de
grupos de pares no ponderados con media aritmética),
asi como un andlisis de componentes principales para las
variables morfoldgicas empleando el programa INFOSTAT
V2.0.2020.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion morfoldgica
Los parametros morfoldgicos evaluados presentaron
una diferenciaciéon a través de analisis de componentes

principales (CP) de los hijuelos de A. angustifolia, A.
karwinskii, A. potatorum y A. tequilana, coincidiendo con
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la delimitacion de especies desarrollada por Gentry (1982).
Seobserva quelas plantas son separadas en cuatro grupos,
de acuerdo con la variacién morfoldgica, mostrando que es
posible a través del analisis de CP diferenciar a A. tequilana
de A. angustifolia, tal como lo reportaron Rodriguez-Garay
et al, (2009) en estudios previos sobre caracterizacion
morfolégica de ambas especies.

El andlisis de componentes principales (CP) explicé un
70 % de variacion acumulada entre los componentes CP1
y CP2, valor cercano a lo reportado por Castafieda-Nava
et al. (2019), en el cual el amplio porcentaje de variacion
permitio distinguir entre dos subespecies y dos variedades
de A salmiana. Las variables de mayor relevancia para
CP1 fueron la longitud de la planta, nimero de hojas y
longitud de espina apical, lo que coincide con el trabajo de
Mora-Loépez et al. (2011) (Figura 3). En el CP2 la variable
de mayor influencia fue el nimero de espinasen 10cmy el
ancho de hoja, caracteres referidos como adecuados en la
identificacion de las especies A. angustifolia, A. tequilana
y A. salmianae (Alfaro et al.,, 2007, Rodriguez-Garay et al.,
2009), cabe sefialar que los trabajos previos mencionados,
han sido desarrollados en plantas adultas y no en hijuelos,
indicando con esto la factibilidad de utilizar pardametros
varietales para caracterizacion de especies desde edades
tempranas o a lo largo de su ciclo de vida.

Caracterizacion molecular

La pureza y calidad del ADN obtenido fue fundamental
para tener una buena resolucién de los marcadores
ISSR. Con el método utilizado en este estudio se obtuvo
una buena integridad del ADN, sin la presencia de
contaminantes como carbohidratos o ARN. La pureza se
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Cuadro 1. Iniciadores ISSR utilizados en identificacion de especies de Agave.

Iniciador Secuencia Productos Amplificados Tm °C Numero de loci polimorficos
(GA),YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC 23 48.0 17
G(AG),AC GAG AGA GAG AGA GAG AC 16 49.0 10
(GA),C GAG AGA GAG AGA GAG AC 17 475 14
(GA),YG GAG AGA GAG AGA GAG AYG 19 495 14
C(AG),AG CAC ACA CAC ACACAC AG 15 48.0 12
DDB(CCA), DDB CCA CCA CCA CCACCA 14 49.5 6

Tm: temperatura de alineamiento, R:Go A, Y:Co T.

obtuvo en el intervalo de 1.8 a 2.0 en la relacion de longitud
de onda 260/280 nm, presentando una calidad aceptable.

Con base en el patron de amplificacion obtenido en
Agave tequilana, se seleccionaron los seis iniciadores
qgue presentan mayor eficiencia en la determinacion de
variabilidad genética entre especies. Es importante resaltar
que a pesar de que existe similitud en las secuencias de los
oligonucledtidos utilizados, la temperatura de alineamiento
fue fundamental en la expresion del polimorfismo de las
diferentes especies (Cuadro 1).

Los seis oligonucledtidos evaluados detectaron en total
de 104 loci, el nimero de loci polimérficos fue de 73, lo
que representa un porcentaje de 70 %. Los productos de
amplificacién mostraron un tamafio de entre 200 y 2000
pb, lo que coincide con estudios previos realizados en A.
tequilana (Angeles-Espino et al., 2020) (Figura 4). Koskinen
et al. (2004) y Nybom (2004) mencionaron que es posible
observar diferencias entre individuos a nivel de nucleétidos,
de acuerdo con el nimero de bandas amplificadas, entre
mayor sea el nimero, mayor sera la confiabilidad de los
resultados.

Se sugiere utilizar varios marcadores de manera
simultéanea en estudios de variabilidad genética con el fin
de establecer ventajas entre otros métodos como AFLPs
o ratificar los resultados obtenidos con diferentes tipos de
marcadores; por lo general, de tipo dominante como los
RAPD e ISSR (Awasthi et al,, 2004; Bruneau et al., 2005;
Ducarme y Wesselingh, 2005); sin embargo, en el presente
estudio el uso de sdlo seis iniciadores fue suficiente para la
diferenciacion de las especies de Agave estudiadas.

Los datos obtenidos de los geles de agarosa fueron
utilizados para la construccion de la matriz binaria, para
obtener una matriz con el coeficiente de similitud de
Jaccard, y un agrupamiento mediante el método UPGMA
(Figura 5).
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De manera general, es posible diferenciar los grupos de
cada una de las cuatro especies incluidas en el estudio:
A. tequilana (T1-5), A. karwinskii (K1-5), A. angustifolia
(E1-5) y A. potatorum (P1-5) y el agrupamiento de cada
una de ellas; ésto coincide con estudios de Dos Santos
et al (2015), donde los marcadores ISSR fueron efectivos
en la separacion de genotipos estudiados de A. sisalana,
contribuyendo al conocimiento bioldgico de la especie en
apoyo a su conservacion.

Ademas de generarse una separacion de las especies, se
observa la formacion de dos grupos G1 'y G2, el primero
compuesto por A. angustifolia, A. karwinskii y A. tequilana
(Figura 5). Estudios realizados para determinar la variacion
de especies de Agave a través de caracteres morfolégicos
sugieren a A. angustifolia como antecesor de A. tequilana
(Colunga-GarciaMarin et al., 1996), por lo cual se esperaria
identificar esta relacion en el dedrograma de la Figura 5; sin
embargo, se observa un subgrupo (SB1) donde se aprecia
que la relacion genética es mayor entre las especies de
A. karwinskii y A. tequilana, y no entre A. angustifolia 'y A.
tequilana; este comportamiento coincide con lo reportado
por Davila et al. (2007), donde mostraron que existe una
relacion genética mas estrecha entre A. angustifolia y A.
cocui que con A. tequilana, explicada como un proceso de
derivacion genética por el uso extensivo del cultivo.

El G2 separd las plantas A. potatorum, y las sefialé como
las menos relacionadas con las otras especies evaluadas;
este comportamiento podria estar explicado por el hecho
de tratarse de una especie propagada por semilla. La
mayor similitud se presento en las plantas de A. tequilana,
comportamiento que ha sido mencionado con anterioridad
en el estudio de Gil et al. (2001).

Los oligonucledtidos (CA), usados en este estudio han
sido empleados anteriormente en las amplificaciones
de ISSR. Este tipo de marcadores, al ser multilocus
dominantes, requiere un numero bajo de iniciadores para
proporcionar informacion relevante en el estudio del
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Figura 3. Analisis de componentes principales a partir de caracteres morfoldgicos en cuatro especies de Agave.
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Figura 4. Amplificacion ISSR en cuatro especies de Agave empleando el iniciador (GA),YC (superior e inferior izquierdo) y

el iniciador (GA),C (superior e inferior derecho). T 1-5: Agave tequilana, K1-5: A. karwinskii, E1-5: A. angustifolia, P1-5: A.
potatorum. M: marcador de peso molecular de 1 kb.
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Figura 5. Dendrograma construido mediante el método UPGMA a partir del andlisis ISSR para las muestras de Agave. (E)
A. angustifolia, (K) A. karwinskii, (P) A. potatorum, (T) A. tequilana.

polimorfismo dentro y entre poblaciones de plantas (Xia
etal., 2007).

CONCLUSIONES

La caracterizacion morfoldgica de hijuelos utilizados
en la produccion de tequila y mezcal, asi como la
caracterizacion mediante marcadores ISSR son de utilidad
en la diferenciacion de las especies de Agave analizadas
en este estudio cuando se utilizan hijuelos como mterial
biolégico, presentando un alto polimorfismo vy facil
interpretacion de los resultados.
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