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RESUMEN

Se analizaron seis poblaciones de magueyes pulqueros: ‘Manso’
(Agave salmiana var. ‘Salmiana’), ‘Ayoteco’ (Agave salmiana var.
‘Ayoteco’), ‘Verde’, ‘Carrizo’ (Agave mapisaga Trel), ‘Negro’ y
‘Xilometl’, del Nororiente del Estado de México, para determinar la
diversidad genética entre y dentro de las mismas, obtener las huellas
genéticas correspondientes, y hacer comparaciones para diferenciar
sus variantes genéticas. Se utilizaron marcadores moleculares tipo
RAPD (Polimorfismos en el ADN Amplificados al Azar) y algunas
variables morfolégicas. El analisis de varianza mostré diferencias
significativas (P < 0.01) entre poblaciones para: altura de planta, ni-
mero de hojas, largo de hojas, ancho de hojas, niimero de espinas
laterales y longitud de espina principal. Los discriminantes morfol6-
gicos que permitieron separar a las poblaciones en cuatro grupos,
fueron: longitud de espina principal y niimero de espinas laterales,
mismas que explicaron 94 % de la variacién. El porcentaje total de
loci polimorficos fue de 73.2 % pero dentro de poblaciones hubo re-
ducida variabilidad genética, con porcentajes de loci polimorficos que
variaron de 12.2 % para el maguey ‘Verde’ hasta 32.5 % en los ma-
gueyes ‘Manso’ y ‘Ayoteco’. La diversidad genética de Nei (H) pro-
medio fue de 0.28 + 0.20, lo que confirma la baja diversidad en las
poblaciones. El grado de flujo genético fue bajo (Nm = 0.24), lo que
indica que hay menos de un migrante por generacion entre las seis
poblaciones. El dendrograma obtenido con RAPD mostré dos grandes
grupos, cada uno de los cuales incluyé tres variantes relacionadas. En
el primer grupo Agave mapisaga Trel (‘Carrizo’) se relacioné con
‘Verde’ y con ‘Xilometl’, con valores de identidad de 0.91 y 0.82,
respectivamente. En el segundo grupo hubo una asociacion muy cer-
cana entre el maguey ‘Manso’ (Agave salmiana var. ‘Salmiana’) y los
magueyes ‘Negro’ y ‘Ayoteco’ (0.89 y 0.83).

Palabras clave: Agave spp, diversidad genética, caracteres mor-
fologicos, RAPD.

SUMMARY

Six populations of pulquero maguey: ‘Manso’ (Agave salmiana
var. ‘Salmiana’), ‘Ayoteco’ (Agave salmiana var. ‘Ayoteco’),
‘Verde’, ‘Carrizo’ (Agave mapisaga Trel), ‘Negro’ and ‘Xilometl’
from fields located in Northeast Mexico State. Those were analyzed:
to determine the genetic diversity among and within them, to obtain
the corresponding genetic fingerprints, and to compare and differen-
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tiate genetic variants. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
markers and some morphological variables were analyzed. Analysis
of variance showed significant differences (P < 0.01) among popula-
tions for the traits: plant height, number of leaves, leaf length and
width, number of lateral thorns and length of main thorn. The mor-
phological traits which allowed the separation of populations into four
groups were: length of main thorn, and number of lateral thorns
which explained 94 % of total variation. The percentage total of po-
lymorphic loci was 73.2 %. Polymorphism in maguey ‘Verde’ was
12.2 % and in ‘Manso’ and ‘Ayoteco’, was 32.5 % thus indicating a
low genetic variability within those populations. Nei’s coefficient of
diversity (H) of all loci studied in the six populations of maguey was
0.28 + 0.20, confirming the low diversity within populations. The low
level of genetic flow (Nm = 0.24), suggests that there is less than one
migrant per generation among populations. Based on Nei’s genetic
identity, the RAPD markers allowed the separation of the maguey
populations in two large groups, each including three related vari-
ants. In group 1 Agave mapisaga Trel (‘Carrizo’) was related to
‘Verde’ with a value of identity of 0.91, and with maguey ‘Xilometl’
with a coefficient of 0.82. In group 2 a very close association between
the magueyes ‘Manso’ (Agave salmiana var. ‘Salmiana’) and ‘Negro’
(0.89) was found, closely followed by ‘Manso’ and ‘Ayoteco’ (0.83).

Index words: Agave spp, genetic diversity, morphological character-
istics, RAPD.

INTRODUCCION

México se considera centro de origen del género Agave
(Nobel, 1998; Garcia-Mendoza, 1995), del que segin
Granados (1993) existen 272 especies, mientras que otros
autores reportan de 136 a 150 especies (Nobel, 1998; Rze-
dowski y Calderén, 1990). Las especies de Agave se han
utilizado para satisfacer y complementar una serie de nece-
sidades basicas como alimento, fibras, forraje, medica-
mento, construccion y elaboracion de bebidas alcohdlicas
(Ramirez et al., 2000). El tipico maguey pulquero fue des-
crito por Karwinski (citado por Rzedowski y Calder6n,
1990), pero existe una gran diversidad de agaves que pro-
ducen aguamiel y pulque de calidad diferente. Las especies
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de las cuales se obtiene el pulque son A. salmiana, A. ma-
pisaga y A. atrovirens, que se distribuyen principalmente
en el Valle de México, en los estados de México, Tlaxca-
la, Hidalgo y Puebla. En el Valle de México se cultivan
principalmente A. americana L., A. atrovirens Karw., A.
mapisaga Trel., A. salmiana var. ‘Angustifolia’ Berger y
sobre todo A. salmiana Otto ex Salm var. ‘Salmiana’
(Rzedowski y Calder6n, 1990).

Los agaves tienen una distribucién amplia en ambientes
limitantes (suelos someros, infértiles y secos), lo que pue-
de colocarlos en peligro de extincion (Garcia-Mendoza,
1995). El analisis de la variacién genética entre y dentro
de las poblaciones es de interés fundamental para su con-
servacion y para la realizacién de programas de mejora-
miento genético, porque proporciona estimadores de la ex-
tensién de la variacion genética disponible, contribuye al
monitoreo de germoplasma y permite predecir ganancias
genéticas potenciales (Moreno-Gonzéalez y Cubero, 1993).

Los marcadores genéticos basados en el ADN ayudan a
la identificacién de individuos en forma precisa e indepen-
diente del ambiente, y permiten determinar relaciones ge-
néticas entre los mismos. El marcador molecular méis usa-
do es el RAPD (Williams et al., 1990), que se ha aplicado
para determinar la diversidad genética de cultivos. Los
RAPDs son marcadores dominantes y proporcionan un ni-
vel de resolucién equivalente a los RFLPs para determinar
relaciones genéticas entre genotipos a nivel intraespecifico
(dos Santos ef al., 1994; Hallden ef al., 1994; Thormann y
Osborn, 1992) y posee un alto nivel de congruencia con
otros sistemas de marcadores (Isabel ef al., 1995).

En comparacion con otros géneros y especies, el nivel
de conocimiento de la diversidad genética en Agave spp es
limitado y se basa principalmente en caracteres morfologi-
cos y citologicos (Gil-Vega ef al., 2001). Los datos genéti-
co-moleculares que consideran la estructura y variabilidad
existente en las poblaciones de Agave son escasos. En
Agave tequilana var. ‘Azul’ de México se estimo la varia-
ciéon genética presente dentro y entre campos tequileros
mediante marcadores RAPDs (Gil-Vega et al., 2001). se
encontrd que se cultivan practicamente sélo clones con va-
lores de disimilitud menores de 0.01. También se obtuvo
la huella genémica de Agave tequilana var. ‘Azul’, cuyos
RAPDs presentaron 9.8 fragmentos por reaccién y solo se
detectaron dos fragmentos polimorficos (1.7 %) entre 40
individuos. Tales resultados evidencian la carencia alar-
mante de variacion genética en A. tequilana var. ‘Azul’
cultivado, por lo que se recomienda iniciar de inmediato
un programa de mejoramiento genético de la especie (Gil-
Vega et al., 2001).
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En este estudio se evalud la diversidad genética entre y
dentro de las poblaciones de Agave del Nororiente del Es-
tado de México mediante marcadores moleculares RAPDs
y datos de caracteristicas morfoldgicas, a fin de proveer
informacién genética basica para el desarrollo de estrate-
gias de conservacién y mejoramiento genético.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

La recoleccién de los materiales se hizo en plantaciones
particulares de maguey pulquero, de las comunidades de
Santa Barbara, Otumba, y Teacalco, municipio de Temaz-
calapa, ambas del Estado de México. Las variables morfo-
l6gicas se midieron en 25 magueyes de 10 afios de edad,
representativos de seis variantes y al menos dos especies
de maguey; ‘Manso’ (Agave salmiana var. ‘Salmiana’),
‘Ayoteco’ (Agave salmiana var. ‘Ayoteco’), ‘Verde’ (se-
leccién del maguey pulquero de Temazcalapa), ‘Xilometl’
(seleccion de maguey pulquero de Santa Béarbara), ‘Negro’
(selecciéon de maguey pulquero de Santa Barbara), y Ma-
guey ‘Carrizo’ (Agave mapisaga Trel). Los materiales
fueron identificados por los productores en cuanto a edad,
nombre regional, usos, cuidados agrondmicos, plagas y
enfermedades que los atacan, calidad del aguamiel para
pulque, rendimiento, periodos de explotacién y tiempo de
explotacion para la extraccién de penca y aguamiel.

Las muestras para la extraccion de ADN fueron frag-
mentos de 25 g de tejido de los agaves antes descritos, y se
muestrearon 16 agaves de la variante ‘Xilometl’, 10 de
‘Verde’, 12 de ‘Carrizo’, 16 de ‘Ayoteco’, 9 de ‘Negro’ y
13 de ‘Manso’, para un total de 76 muestras. Estas se
guardaron en bolsas de plastico identificadas por nimero
de planta, parcela, nombre del productor, nombre regional
y nombre cientifico.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al
azar, con 25 repeticiones para las variables morfoldgicas,
y la unidad experimental fue una parcela de cada material.
En campo se cuantificé: altura de planta (Ap), nimero de
hojas (Nh), longitud de hojas (Lh), ancho de hojas (Ah),
nimero de espinas laterales (Nel) y longitud de la espina
principal (Lep).

Analisis RAPD

Purificacion de ADN gendémico. De cada planta de
agave se usaron 0.3 g de tejido de hojas jovenes y frescas,
que se desinfectaron con etanol a 70 % y agua estéril. El
tejido se seco antes de congelarse en N2 liquido. Se purifi-
c6 el ADN genémico con método de Dellaporta er al.
(1983), ligeramente modificado. El ARN se elimin
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mediante adicién de 2 pL de una solucién de 10 mg mL™
de ARNasa A por muestra. El1 ADN se resuspendi6 en un
amortiguador TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM ED-
TA), y la concentracién de cada muestra se cuantificd con
la absorbancia a 260 nm, con un espectrofotémetro Jenway
6305 UV/vis. La calidad del ADN se verifico mediante
electroforesis en geles de agarosa a 0.8 % (p/v) tefiidos en
una solucién de bromuro de etidio (0.5 mg mL™ ). Se
hicieron diluciones del ADN a una concentracién de 10 ng
uL!, cantidad necesaria para amplificar los RAPD.

Condiciones de PCR. Se probaron 20 iniciadores de la
serie A de Operon (OPA01-OPA20) (Operon Technologies
Alameda, CA, EE. UU.) y de ellos se seleccionaron 13
que mostraron polimorfismo y por la complejidad del pa-
trén de bandeo para obtener los RAPDs. La mezcla de re-
accién se hizo en un volumen total de 25 pL., compuesta
de 4.0 pL de agua bidestilada estéril, 10 L de dNTPs 500
uM, 2.5 pL de amortiguador 10X, 1.0 uL de MgCl 50
mM, 2.0 pL de cada iniciador (10 pmol), 0.5 uL de Taq
ADN polimerasa (5U pL™), y 5.0 uL de ADN genémico
(10 ng uL'"). Las condiciones de reaccion fueron: un ciclo
a 94 °C, 9 min; 35 ciclos a 94 °C por 60 s, 37 °C por 60
s, 72 °C por 60 s; y un ciclo a 72 °C por 7 min. Las reac-
ciones de PCR se hicieron en un termociclador marca
Techne TC-412. Los productos se separaron en geles de
agarosa a 1.2 % (p/v) con amortiguador TAE (40 mM
Tris-acetato, pH 7.6; 1mM Na:.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 con un do-
cumentador Kodak EDAS 290. Las reacciones de amplifi-
cacion se repitieron al menos dos veces, sin que se presen-
taran discrepancias entre los patrones RAPD obtenidos.

Anlisis estadistico

RAPD. Los materiales se compararon con base en si-
militudes y diferencias en los patrones de bandeo RAPD,
al asignar un valor de 1 a la presencia de una banda y de
0 a la ausencia de la misma, suponiendo que bandas de
igual peso molecular son idénticas en colectas diferentes, y
asi se construy6 una matriz basica de datos (MBD). Con la
MBD se calculé una matriz de similitud mediante el co-
eficiente de Jaccard (Jaccard, 1908) entre las variantes de
magueyes, y con los datos resultantes se hizo un analisis
de conglomerados con el método de medias aritméticas
(UPGMA, Unweighted Pair Group Method Arithmetic
Average; Sneath y Sokal, 1973) que se representaron en
un fenograma. Los datos se analizaron con los programas
NTSYS version 2.1, Tree view, Free Tree Version
0.9.1.50 (Hampl ez al., 2001) y SAS SYSTEM. Para el
andlisis genético, a las seis variantes de agave (‘Ayoteco’,
‘Manso’, ‘Negro’, ‘Xilometl’, ‘Verde’ y ‘Carrizo’) se les
considerd como poblaciones. Los parametros estimados
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dentro y entre las poblaciones fueron: porcentaje de loci
polimérficos (p), nimero de alelos por locus (A), nimero
efectivo de alelos por locus (Ae), indice de Shannon (S),
indice de diversidad genética de Nei (H) (Nei, 1973 y
1978), coeficiente de diferenciacion genética entre las po-
blaciones (Gsr) y nimero de individuos migrantes (Nm).
Estos parametros se calcularon con el programa Popgene
32 (Yeh et al., 1999).

Variables morfoldgicas. Se seleccionaron las variables
morfoldgicas a partir de una matriz de correlacién de los
datos. Con las variables estandarizadas se hizo un andlisis
de agrupamiento mediante distancias euclidianas cuadradas
y la varianza minima de Ward para la construccién de los
dendrogramas, con los procedimientos PROC CLUSTER
y PROC TREE de SAS ver. 8.0 (1999). Al considerar los
grupos formados en el punto anterior como clases categ6-
ricas, se aplicé un andlisis discriminante canénico median-
te PROC DISCRIM de SAS, con el propdsito de corrobo-
rar dichos agrupamientos y detectar las variables con ma-
yor importancia en la diferenciacion de los grupos genera-
dos (Bowley, 1999). Se aplic6 esta misma metodologia a
los datos moleculares para obtener el dendrograma respec-
tivo y poder compararlo contra el generado a partir de las
variables morfolégicas. Los datos se analizaron bajo un
disefio experimental completamente al azar y se hizo un
andlisis de medias Tukey con el mismo paquete estadistico
SAS Version 8.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Datos morfoldgicos

Correlaciones y analisis de varianza. Hubo correla-
cion positiva entre el nimero de hojas (Nh) y la altura de
planta (Ap), resultado que se observa en las plantaciones
comerciales (Cuadro 1). Las plantas que presentan mayor
altura también son las que muestran un mayor nimero de
hojas, como en las variedades ‘Ayoteco’, ‘Xilometl’ y
‘Manso’ (Cuadro 2).

También hubo alta correlacién entre altura de planta
(Ap) y largo de hojas (Lh) (Cuadro 1), lo que indica que a
mayor altura de planta se espera una mayor longitud de
hojas. Este comportamiento se observa claramente en el
maguey ‘Xilometl’, variante que es la mas alta y la de
mayor longitud de hojas (Cuadro 2). Estas caracteristicas
de altura de planta, nimero de hojas y longitud de hojas
son de particular importancia, ya que para la obtencién de
penca para barbacoa (platillo regional) es importante que la
planta sea de hojas grandes, porque es mas productiva.
Ademas, se detectd correlacion positiva y significativa en-
tre altura de planta y nimero de espinas laterales (Cuadro
1), debido a que en las plantas mas altas las hojas tienden a
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Cuadro 1. Correlacion entre variables morfologicas de las seis especies y variantes de maguey pulquero (Agave spp).

Variable Nh Lh Ah Nel Lep
Altura de planta 0.308* 0.917** 0.170* 0.689** -0.419%*
Niimero de hojas 0.373%* 0.137 0.006* 0.006*
Largo de hojas 0.164* 0.688%** -0.424%*
Ancho de hojas 0.925 0.421*
Numero de espinas laterales -0.753%*

** Altamente significativo (P < 0.01), * Significativo (P < 0.05). Nh = Numero de hojas; Lh = Longitud de hojas; Ah = Ancho de hojas; Nel = Ntume-

ro de espinas laterales; Lep = Longitud de espina principal.

Cuadro 2. Caracteristicas fisicas de especies y variantes de maguey pulquero (Agave spp.)".

Longitud de

Variante Altura de Nﬁmgro Lgrgo de Al:lChO de Nﬁmero de espina principal
planta (m) de hojas hojas (m) hojas (cm) espinas laterales (cm)

Xilometl 4.96a 45.64 2 2.88a 39.41 ab 104.68 429¢
‘Ayoteco’ 2.67b 44.04 a 2.04 b 39.59 a 62.78 ¢ 5.11b
‘Manso’ 2.58 be 42.00 ab 1.78 ¢ 37.56 abc 60.89 ¢ 6.29 a
‘Verde’ 2.57 be 38.44 be 1.78 ¢ 37.52 abc 60.98 ¢ 6.29 a
‘Carrizo’ 2.40c 33.64 ¢ 1.82¢c 2722 ¢ 91.86 b 3.88d
‘Negro’ 2.17d 38.28 be 1.64 c 28.76 be 50.31d 6.45a
DMSH 0.19 5.20 0.18 10.67 7.65 0.39

T Medias con la misma letra en una columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

ser mas grandes y con mads espinas laterales. La correla-
cién positiva y significativa entre nimero de hojas y largo
de hojas indica que a mayor nimero de hojas mayor sera
la superficie para captar la luz solar.

Los anilisis de varianza mostraron diferencias signifi-
cativas (P < 0.01) entre especies y variantes para altura de
planta, nimero de hojas, largo de hojas, ancho de hojas,
nimero de espinas laterales y longitud de espina principal
(datos no mostrados). Las plantas mis altas de maguey
pulquero fueron también las que presentaron mas hojas,
hojas mas largas y con mas espinas laterales, como en el
maguey ‘Xilometl’; la var. ‘Carrizo’ presentd la espina
méas pequefia. No hubo diferencia estadistica en el ancho
de las pencas en por lo menos cuatro variantes de maguey
(Cuadro 2). ‘Negro’ fue el maguey mas pequefio en altura
pero no difiere estadisticamente en nimero, largo y ancho
de hojas con magueyes como ‘Verde’, ‘Carrizo’ y ‘Manso’
(Cuadro 2). Por tanto, posee la ventaja de que se puede
aumentar la densidad de poblacion por hectirea para asi
lograr mayor cantidad de penca, o aguamiel para la indus-
tria pulquera, o para penca forrajera.

Analisis discriminante. Este analisis permiti6 estable-
cer que el mimero de espinas laterales (discriminante 1) y
longitud de espina principal (discriminante 2) explican 94
% de la variabilidad de los magueyes; el nimero de espi-
nas laterales explicd 63 % de la variacion y la longitud de

espina principal 31 %. Segun la interaccién de los discri-
minantes 1 y 2 (Figura 1), los magueyes se agrupan en
cuatro grupos, de los cuales destacan los grupos 1 (‘Carri-
70’), 2 (‘Negro’) y 3 (‘Xilometl’). El grupo 4 aglomer6 a
los magueyes ‘Manso’, ‘Ayoteco’ y ‘Verde’. Estos resul-
tados establecen una estrecha relacién entre ‘Ayoteco’ y
‘Manso’, que concuerdan con los de Rzedowski y Calde-
ron (1990), ya que ambos son Agave salmiana. Aunque
‘Verde’ se confunde morfolégicamente con ‘Ayoteco’ y
‘Manso’, genéticamente estd alejado de ellos, segln los
andlisis con marcadores moleculares tipo RAPD realizados
en esta investigacion.

Al tomar como referencia el agrupamiento dado por el
método de Ward (Sneath y Sokal, 1973) y la distancia R?
semiparcial para caracteres morfoldgicos, se generé un
dendrograma que muestra la formacion de cuatro grupos
(Figura 2). Se distingue primero a los magueyes ‘Xilo-
metl’, que se separan principalmente por tamarfio de planta;
el grupo 2 estd formado por Agave mapisaga Trel (‘Carri-
70’), que es otra especie de agave y no presenta dudas
desde el punto de vista taxonémico; el grupo 3 incluye al
maguey ‘Manso’ (Agave salmiana var. ‘Salmiana’) y a las
selecciones ‘Verde’ y ‘Negro’. Las poblaciones del grupo
3 son semejantes desde el punto de vista fenotipico, por lo
que no es posible la separaciéon de A. salmiana var. ‘Sal-
miana’ en variantes, dado que todos los individuos evalua-
dos son fenotipicamente iguales o muy emparentados, de
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Figura 1. Patrén de agrupamiento de magueyes pulqueros de generado por los discriminantes 1y 2. Grupo 1, ‘Carrizo’; Grupo 2, ‘Negro’; Grupo 3,

Xilometl’; Grupo 4, ‘Ayoteco’, ‘Manso’y ‘Verde’. El discriminante 1 (niimero de espinas laterales) explica 63 % de la varianza, y el discriminante 2 (lon-
gitud de espina principal) aporta 31 %.
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Figura 2. 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 (‘Xilometl’); Grupo 2 (‘Carrizo’); Grupo 3 (‘Manso’, ‘Verde’y ‘Negro’); Grupo 4 (‘Ayoteco’).
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modo que no es posible distinguir a las selecciones genera-
das por los productores. En contraste, los estudios con
marcadores genético-moleculares proporcionaron resulta-
dos que permitieron separarlas de manera clara. Finalmen-
te, el grupo 4 integré al maguey ‘Ayoteco’ (Agave salmia-
na var. ‘Ayoteco’), una variedad botdnica con caracteristi-
cas fenotipicas muy particulares y aunque estd muy empa-
rentado con el maguey ‘Manso’, no se mezcla en ese gru-

po.
Datos moleculares

Analisis por individuos en poblaciones de maguey
pulquero. El listado de iniciadores y sus secuencias, el
nimero de productos amplificados, el polimorfismo detec-
tado por cada iniciador por especie y el polimorfismo total
por género se muestran en el Cuadro 3. De 20 iniciadores
probados de la serie A de Operon, s6lo 13 presentaron
productos de amplificacién y 10 mostraron polimorfismo.
Los iniciadores OPAO2 y OPA20 detectaron 100 % de po-
limorfismo a nivel de género, mientras que el OPA15 de-
tecté 50 % (Cuadro 3).

Los patrones RAPD obtenidos mediante los iniciadores
OPAO7 (Figuras 3A y 3B), muestran la existencia de va-
riabilidad genética entre los individuos evaluados, tanto
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dentro del género como entre las especies o poblaciones.
El dendrograma de relaciones genéticas entre individuos
pertenecientes a especies y variantes de maguey pulquero
obtenido mediante el anilisis de 123 bandas (Figura 4),
muestra la formacién de dos grandes grupos con seis sub-
grupos bien definidos, que permiten distinguir a cada una
de las seis variantes de maguey evaluadas: 1) ‘Ayoteco’
(Agave salmiana var. ‘Ayoteco’), 2) ‘Manso’ (Agave sal-
miana var. ‘Salmiana’), 3) ‘Negro’ (selecciéon Santa Bar-
bara), 4) ‘Xilometl’ (seleccién Santa Barbara), 5) ‘Carrizo’
(Agave mapisaga Trel), y 6) ‘Verde’. Es decir, el uso de
marcadores RAPD’s fue eficiente para discriminar indivi-
duos de cada variante e incluirlos en grupos bien defini-
dos. La clasificacion de las variantes realizada por los pro-
ductores en campo coincide en alto grado con la clasifica-
cion genético-molecular generada mediante RAPD’s.

Estos grupos indican que las variantes de maguey pul-
quero analizadas son selecciones especificas, y que los
productores han logrado obtener materiales genéticamente
bien definidos y diferenciados, ademéas de relacionarlos
con caracteristicas de calidad en aguamiel (como es el caso
de ‘Negro’, ‘Manso’, ‘Verde’ y ‘Carrizo’) o con la canti-
dad de aguamiel (como es el caso de ‘Ayoteco’ y ‘Xilo-
metl’). El dendrograma (Figura 4) también determina que

Cuadro 3. Lista de iniciadores y sus secuencias, nimero de productos amplificados, polimorfismo detectado por especie y polimorfismo total.

Polimorfismo por variante (%)

3

el

é; Secuencia arlr)g;?t}ils:c)lis “2 E _qé E “gﬂ E Polimorfismo total (%)

=) < |s) 5] =) O =}

2 = z £ g 72 3

o - 4
OPAO1  5'-CAGGCCCTTC-3' 12 50.0 50.0 16.7 25.0 41.7 16.7 66.7
OPA02 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
OPA04  5'-AATCGGGCTG-3' 9 33.3 33.3 11.1 0.0 33.3 22.2 77.8
OPAO5 5'-AGGGGTCTTG-3' 4 25.0 50.0 50.0 50.0 0.0 0.0 75.0
OPAO6  5'-GGTCCCTGAC-3' NAF 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPAO7 5'-GAAACGGGTG-3' 17 35.3 17.7 5.9 11.8 5.9 17.6 64.7
OPA0O8 5'-GTGACGTAGG-3' NA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
OPA09 5'-GGGTAACGCC-3' 7 0.0 0.0 0.0 14.3 0.0 14.3 71.4
OPA10 5'-GTGATCGCAG-3' 8 25.0 37.5 0.0 12.5 25.0 12.5 62.5
OPA1l  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 25.0 37.5 0.0 12.5 25.0 0.0 62.5
OPA15 5'-TTCCGAACCC-3' 8 37.5 12.5 0.0 12.5 37.5 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 26.7 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
Media 9.5

NA = No amplifico.
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Figura 3. Patron de productos amplificados RAPD en magueyes pulqueros con base en el iniciador OPAO7. A) M = Marcador de peso molecular 1kb.
‘Ayoteco’ 1-17, ‘Manso’ 18-29, ‘Negro’ 30-38. B) M = Marcador de peso molecular 1kb. Xilometl’ 39-54, ‘Carrizo’ 55-66, ‘Verde’ 66-76.

las variantes incluidas en el grupo I son ‘Ayoteco’, ‘Man-
so’ y ‘Negro’, y éstas dos dltimas son las mas relacionadas
genéticamente. Lo anterior es particularmente cierto, ya
que segulin otros estudios taxonémicos (Rzedowski y Calde-
rén, 1990) tanto los magueyes ‘Manso’ como ‘Ayoteco’ se
clasifican como Agave Salmiana, variedades ‘Salmiana’ y
‘Ayoteco’, respectivamente. La selecciéon ‘Negro’ no ha
sido clasificada hasta el momento, y los presentes resulta-
dos establecen que genéticamente estd muy relacionada con
el maguey ‘Manso’, por lo que pudiera ser una seleccién
de Agave salmiana.

El grupo II incluy6 a los magueyes ‘Xilometl’, ‘Carri-
zo’ y ‘Verde’, de los cuales ‘Carrizo’ y ‘Verde’ son los
mas emparentados. Los tax6nomos clasifican a ‘Carrizo’
como Agave mapisaga Trel, y dado que ‘Verde’ estd muy
relacionado genéticamente con esta variante, es posible que
sea una seleccion de la misma. Aunque desde el punto de
vista morfoldgico los tres magueyes son diferentes, genéti-
camente son semejantes, quizd debido a que son seleccio-
nes para ciertas caracteristicas morfoldgicas o bien son
hibridos producto de cruzas espontineas seleccionados por
los productores.
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Figura 4. Dendrograma de relaciones entre individuos de variantes de maguey pulquero, generado mediante 1000 remuestreos y con el coeficiente de Jac-
card y 76 individuos con claves: ‘Ayoteco’ (AYO); ‘Manso’ (MA); ‘Negro’ (NE); ‘Xilometl’ (XI); ‘Carrizo’ (CA); y ‘Verde’ (VI). La linea superior indica
0.02 de disimilitud. Los niimeros romanos indican grupos.
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Analisis de poblaciones en especies y variantes de
maguey pulquero. El porcentaje de loci polimdrficos (P)
entre las poblaciones o variantes fue de 73.2 % (Cuadro
4). Dentro de la poblacién del maguey ‘Manso’ los indivi-
duos mostraron un polimorfismo de 32.5 %, los del ma-
guey ‘Ayoteco’ 32.5 %, los del maguey ‘Verde’ 12.20 %,
de ‘Xilometl’ 22.8 %, de ‘Negro’ 24.4 % y de ‘Carrizo’
26.0 %. Estos valores indican que las poblaciones presen-
tan baja variabilidad genética, y que si no se establecen
estrategias de conservacion en un futuro cercano podrian
estar en peligro de extincién. Lo anterior es explicable por
varias causas, como: la propagacién vegetativa (por hijue-
los), la drastica disminucién del cultivo de maguey pulque-
ro en el pais, la ausencia de programas de mejoramiento
genético, el nulo conocimiento de las selecciones de los
productores y la actual sobreexplotacion de las selecciones.
El maguey ‘Manso’, el mas cultivado a nivel nacional,
presentd el mayor porcentaje de loci polimoérficos (32.5),
mientras que las selecciones particulares como el maguey
‘Verde’ (12.2), ‘Xilometl’ (22.8) y ‘Negro’ (24.39) pre-
sentan bajos porcentajes de loci polimoérficos (Cuadro 4).
El coeficiente de diversidad de Nei (H) (1973) para todos
los loci estudiados en las seis poblaciones de magueyes
pulqueros fue de 0.27 + 0.20 (Cuadro 4); en cada variante
los coeficientes fueron: 0.12 + 0.19 para ‘Manso’, 0.12
+ 0.19 para ‘Ayoteco’, 0.04 + 0.11 para ‘Verde’, 0.08
+ 0.17 para ‘Negro’, 0.08 + 0.17 para ‘Xilometl’, y 0.09
+ 0.16 para ‘Carrizo’. Estos valores confirman la reduci-
da diversidad existente en las poblaciones; ‘Manso’ es el
maguey que presentd la mayor diversidad, y las seleccio-
nes fueron las menos diversas. El nimero de alelos por
locus (A) y el nimero efectivo de alelos (Ae) fueron seme-
jantes para las seis poblaciones.

El Cuadro 4 también muestra que el coeficiente de di-
ferenciaciéon genética entre las poblaciones fue relativa-
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mente alto (Gsr= 0.68; 68 %), lo que indica que las po-
blaciones estan altamente diferenciadas, posiblemente por
seleccion dirigida de los productores que la realizaron para
mejorar la calidad del pulque, penca y forraje, o la adapta-
bilidad de la planta a las condiciones agroecoldgicas.

El nivel promedio del flujo genético (Nm= 0.24; Cua-
dro 4) fue muy bajo, e indica que existe menos de un indi-
viduo migrante por generacién entre las seis poblaciones;
esto explica el alto grado de diferenciacién entre los ma-
gueyes analizados. Estos resultados son alarmantes, ya que
las variantes o especies de magueyes pulqueros pueden es-
tar en riesgo de desaparecer, ya sea por el tipo de propa-
gacion practicado o por el nulo interés por parte de las ins-
tituciones gubernamentales para realizar programas de me-
joramiento genético (Gil-Vega et al., 2001).

Las poblaciones pertenecientes a las dos especies cono-
cidas de maguey pulquero, ‘Manso’ (Agave salmiana var.
‘Salmiana’) y ‘Carrizo’ (Agave mapisaga Trel) formaron
dos grupos claramente diferenciados a una distancia gené-
tica de 0.42 (Figura 5). Agave salmiana var. ‘Salmiana’
(‘Manso’) estd muy relacionado genéticamente con las va-
riantes ‘Negro’ y ‘Ayoteco’ (0.89 y 0.83 de identidad,
respectivamente); Agave mapisaga Trel (‘Carrizo’) se
agrupd con las variantes ‘Verde’ y ‘Xilometl’, con valores
de 0.91 y 0.82. Los resultados sugieren que el maguey
‘Negro’ podria considerarse como una seleccion de Agave
salmiana, ya que estd muy relacionado genéticamente con
A. salmiana (Figuras 2 y 4). Las poblaciones mas distan-
tes fueron ‘Verde’ y ‘Manso’, con un valor de identidad
de 0.64. Los taxénomos clasifican al maguey ‘Carrizo’
como Agave mapisaga Trel, y dado que el maguey ‘Verde’
estd muy relacionado genéticamente con esta especie, es
posible que sea una seleccion de la misma (Figura 5).

Cuadro 4. Diversidad genética dentro y entre las poblaciones de las variantes de maguey pulquero ‘Manso’, ‘Ayoteco’, ‘Verde’, Xilometl’, ‘Negro’y ‘Ca-

S H Gst Nm

rTizo’.

Variedad P (%) A Ae

'Manso' 32.52 1.3252 (0.47) 1.2142 (0.36)
‘Ayoteco’ 32.52 1.3252 (0.47) 1.2074 (0.34)
‘Verde’ 12.20 1.1220 (0.33) 1.0626 (0.20)
‘Xilometl’ 22.78 1.2276 (0.42) 1.1473 (0.32)
‘Negro’ 24.39 1.2439 (0.43) 1.1446 (0.31)
‘Carrizo’ 26.02 1.2602 (0.44) 1.1482 (0.30)

Entre poblacio-  73.17
nes

1.7317 (0.44)

1.4822 (0.38)

0.1781 (0.27)
0.1763 (0.27)
0.0591 (0.17)
0.1206 (0.24)
0.1271 (0.24)
0.1293 (0.24)

0.4066 (0.28)

0.1211 (0.19)
0.1191 (0.19)
0.0384 (0.11)
0.0820 (0.17)
0.0855 (0.17)
0.0860 (0.16)

0.2757 (0.20)

0.6762

0.2394

P = Porcentaje de loci polimérficos; A = Numero de alelos por locus; Ae = Niuimero efectivo de alelos por locus; S = Coeficiente de diversidad de Shan-
non; H = Coeficiente de diversidad de Nei; Gst = Coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones; Nm = Grado de flujo genético. Los valores

entre paréntesis indican la desviacion estdndar.
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Figura 5. Dendrograma de relaciones genéticas entre poblaciones de magueyes pulqueros, con base a las identidades genéticas, obtenidas con la formula de

Nei (1978).

Las relaciones detectadas permiten deducir que los ma-
gueyes pulqueros se han originado a partir de un ancestro
comun y que en algin momento de la evolucién se separa-
ron y dieron origen a las especies que actualmente se co-
nocen. Si bien la relacién genética existente entre ‘Carri-
zo’, ‘Xilometl’ y “Verde’ resultd muy estrecha, los carac-
teres morfoldgicos no permitieron establecer esta relacion
ya que en campo estos magueyes son muy diferentes entre
si. Se confirma asi la confiabilidad de los marcadores mo-
leculares para el anlisis de poblaciones, ya que en los ma-
gueyes pulqueros permitieron la diferenciacion de especies
de manera clara, asi como de las variantes dentro de espe-
cies. Los marcadores moleculares en general y los trece
iniciadores que generaron estos patrones RAPD, explica-
ron la diversidad de los magueyes pulqueros y permitieron
diferenciar a las especies y variantes.

Contraste entre caracteristicas morfologicas vs.
marcadores moleculares (RAPD)

Si se compara la eficiencia para agrupar entre los mar-
cadores morfolégicos (Figura 2) y los marcadores RAPD
(Figura 6), y se considera que ambos dendrogramas se ge-
neraron con la distancia R* semiparcial y el método de
agrupamiento Ward Estidndar, se deduce que los datos
morfoldgicos permiten distinguir sélo cuatro grupos, por-
que mezclan al menos dos variantes y una especie. Esto se
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atribuye al efecto del ambiente sobre el fenotipo de las
plantas, ya que las variantes ‘Manso’ y ‘Verde’ son genéti-
camente muy diferentes pero fenotipicamente semejantes
(Figuras 2 y 6). Otra posible explicacién es que entre al-
gunas variantes de maguey pulquero haya ocurrido evolu-
cién convergente para los genes que determinan las carac-
teristicas evaluadas y asi establecido cierto parecido feno-
tipico, lo que redunda en la generacién de dendrogramas
poco confiables, con baja capacidad para discriminar entre
especies y sus variantes (Figura 2). Los marcadores mole-
culares, en cambio, permitieron separar en forma clara a
las especies taxondmicas y agrupar para cada una de ellas
a las variantes seleccionadas por los productores. El uso de
los marcadores RAPD’s permiti6 establecer que los pro-
ductores cuentan con al menos seis variantes genéticamente
diferentes de maguey pulquero que utilizan en el proceso
productivo.

CONCLUSIONES

Las plantas mas altas de maguey pulquero son las que
presentan mayor nimero de hojas, hojas mas largas y ma-
yor nimero de espinas laterales. Los discriminantes mor-
fologicos que permitieron distinguir mejor a las especies y
variantes de magueyes pulquero, fueron la longitud de la
espina principal y el nimero de espinas laterales, que ex-
plican 94 % de la variacion. Las poblaciones de maguey
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Figura 6. Dendrograma de relaciones genéticas entre las especies y variantes de magueyes pulqueros obtenido mediante el método de agrupamiento Ward
Estdandar y la distancia R? semiparcial. Grupo A (‘Ayoteco’); Grupo M (‘Manso’); Grupo N (‘Negro’); Grupo X (‘Xilometl’); Grupo C (‘Carrizo’); Grupo V

(‘Verde’).

pulquero mostraron variabilidad genética reducida y bajo
grado de flujo genético. Las poblaciones que se asociaron
de manera estrecha con la especie Agave mapisaga Trel
(maguey ‘Carrizo’) fueron las variantes ‘Verde’ y ‘Xilo-
metl’, mientras que el Agave salmiana var. ‘Salmiana’
(maguey ‘Manso’) se relaciond genéticamente con ‘Negro’
y ‘Ayoteco’ (Agave salmiana var. ‘Ayoteco’).
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