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RESUMEN 

En el presente trabajo se propone el uso de marcadores RAPD's para el análisis 

de la variación genética en poblaciones de Agave guadalajarana y A. inaequidens, 

únicas especies silvestres distribuidas en el volcán de Tequila, Jalisco_ 

Se utilizaron cuatro cebadores, que generaron un total de 54 marcadores, de los 

cuales 45 (83%) fueron polimórficos. Los valores de distancias genéticas entre los 

genotipos colectados de las dos especies varían de 0.11 a 0.91, este amplio 

intervalo es alto y se encuentra dentro de lo esperado en especies de Agave 

silvestre_ En el dendrograma derivado de las distancias genéticas, se observan 

dos grupos principales que contienen a la mayoría de los individuos estudiados y 

no se observa la existencia de genotipos híbridos entre A. guadalajarana y A. 

inaequidens. 

Los resultados descritos anteriormente constituyen un aporte al conocimiento de la 

distribución geográfica y diversidad genética de las especies de Agave en el 

Volcán de Tequila, sirviendo de referencia para estudios taxonómicos y de 

conservación en el Estado de Jalisco. 
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INTRODUCCIÓN 

Los agaves o magueyes, palabra de origen antillano o caribeño utilizada desde 

México hasta Venezuela para describir a individuos del género Agave (Aguirre et 

al., 2001 ), constituyen un grupo de plantas con hondas raíces históricas en 

Centroamérica, donde el aprovechamiento de algunas especies de éste género se 

remonta hasta las sociedades prehispánicas, en las cuales se utilizaba para la 

obtención de fibras, textiles y en la producción de bebidas fermentadas que, aún 

en nuestros días, han persistido. Si bien los métodos antiguos han sido, en la 

mayoría de los casos, modificados por las nuevas formas tecnológicas de 

producción, los agaves y los productos que de ellos se extraen siguen siendo 

parte importante de la identidad cultural de México (Ramírez, 1995). 

En Jalisco, el cultivo y procesamiento de Agave tequi/ana Weber var. azul (única 

especie permitida para la elaboración del tequila) y de Agave angustifolia Haw. 

(utilizado en la elaboración del mezcal) son las actividades características de la 

región, lo que ha generado información respecto al cultivo, mejoramiento genético 

e identificación varietal a través de técnicas basadas en el ADN (Cuevas, 2001; 

Gil-Vega et al., 2001 ). Contrariamente, el conocimiento de especies de Agave 

silvestres distribuidas en el Estado se ha restringido a estudios taxonómicos 

tradicionales y etnobotánicos, existiendo profundos huecos en cuanto a estudios 

genéticos y ecológicos para la conservación de estas especies, particularmente en 

sitios que han sido perturbados como es el caso del Volcán de Tequila 

En el contexto anterior, el objetivo del presente trabajo es analizar, mediante 

marcadores RAPD's, la variación genética de las dos especies de Agave 

silvestres distribuidas en el Volcán de Tequila y establecer sus relaciones 

genéticas. 



1. ANTECEDENTES 

1.1 El GÉNERO Agave 

El género Agave, establecido por Linneo (1753) (citado por Gentry, 1982), se 

ubica taxonómicamente en la clase Liliopsida, orden Liliales y familia Agavaceae 

(Cronquist, 1981 ). Se divide en dos subgéneros de acuerdo al tipo de 

inflorescencia que presentan y a su di~ 'ribución geográfica: 

Subgénero Littaea.- Con inflorescencia: de apariencia espigada y flores en pares 

(Fig. 1), las especies de este subgénero se encuentran divididas en ocho grupos 

(Amolae, Choritepalae, Filiferae, Margina. 1e, Parviflorae, Polycephalae, Striatae, 

Urceolatae) y se distribuyen desde Utah, Ne1. "Ida y Arizona en los Estados Unidos 

hasta Guatemala (Gentry, 1982). 

Fig. 1 Inflorescencia de Agave wentii típica 
del subgénero Littaea (foto: Patricia 

Hernández R l 



Subgénero Agave.- Las inflorescencias son paniculadas y las flores se encuentran 

en grandes agregados umbelados sobre pedúnculos laterales (Fig. 2), las 

especies de este subgénero se dividen en doce grupos (Americanae, 

Campaniflorae, Crenatae, Deserticolae, Ditepalae, Hiemiflorae, Marmoratae, 

Parryanae. Rigidae. Salmianae, Sisilanae, Umbelliflorae) y se distribuyen desde 

California a Texas y Sur de Florida en los Estados Unidos hasta Perú . Colombia y 

Venezuela, incluyendo las Antillas y Centroamérica (Op. Cit.). 

Fig. 2 Inflorescencia de A. maximilliana 
típica del subgénero Agave. (Foto: M. 

Cházaro B.) 

México es el centro de mayor diversificación del género Agave (García-Mendoza y 

Galvan R.. 1995) y tiene representadas 150 especies (Eguiarte et al., 2000) más 

36 taxa infra-específicos, lo que representa un 75% del número total de especies 

conocidas en América (García-Mendoza, 2002). 
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El género Agave se distribuye en el continente americano entre los 40º de Latitud 

Norte y los 20° Latitud Sur (Alvarez de Zayas, 1989), en alturas que van desde O 

hasta 3400 metros sobre el nivel del mar (msnm). particularmente en el intervalo 

de 1000 a 2000 msnm (García-Mendoza, 2002). Los Bosques de Pinus-Quercus 

contienen el 30% de las especies de Agave del total reportadas para México y 

este tipo de vegetación es el segundo más frecuente después del chaparral y 

desierto (Op.Cit.). 

Los agaves se desarrollan principalmente sobre suelos derivados de roca 

volcánica y de origen marino (Garcia-Mendoza, 2002). Las adaptaciones que 

estas plantas han desarrollado para soportar periodos largos de sequia implican el 

control de la transpiración y de las reservas de agua de sus tejidos foliares, 

protegidas con una cuticula gruesa y fibras duras en el interior. además de un 

metabolismo tipo CAM (Granados, 1993; Nobel, 1998). 

1.2 EL GÉNERO Agave EN EL ESTADO DE JALISCO 

Gentry (1982) ofrece una revisión del género, que incluye varias regiones de 

México entre las que se encuentra el estado de Jalisco. Con base en 

características fenotípicas, citogenéticas y de hábitat, este autor aporta una 

descripción que incluye datos de distribución, ecológicos y etnobotánicos de 22 

especies del género Agave (Tabla1) de la región denominada "Jaliscan Plateau." 

Sin embargo, no describe especificamente que regiones (además del estado de 

Jalisco) quedan incluidas en ese término. 

Otros autores mencionan que del total de especies del género Agave para 

América, 18 se reportan para la Nueva Galicia (Jalisco, Nayarit, Colima), con 

algunas especies ampliamente distribuidas en el Estado de Jalisco (Tabla 1) (Me 

Vaugh, 1989; Reyna, 1990; Cházaro y Lomelí, 1995 ). 
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Tabla 1. Especies del género Agave distribuidas en Jalisco 

GRUPO··· ESPECIE DATOS DE COLECTA-, REFERENCIA 

A. attenuata Salm- Sierra de Manantlan cerca del valle del 
(Gentry, 1982; Durazno, aprox. 2,200 m.s.n.m. 

Dick 
(Kimnach & Boutin 3019). McVau9h, 1989) 

10-13 km. AJ suroeste de el Chante, 
hacia rincón de Manantlán (Gentry 

Amolae (L) A. pedunculifera T re!. 23507) (litis et al 2552) WIS. (Gentry, 1982; 
9.6 km. por el camino suroeste de McVau9h, 1989) 
chiquilistlan, 1800 m.n.m. (Gentry & 
Gentrv 23503\. 
6 km al noroeste de Guadalajara jal. 

A. vilmoriniana 1200 m.s.n.m. (Gentry & Gilly 10893). (Gentry, 1982; 
Berger Barranca de colimilla cerca de McVaugh, 1989) 

Guadalajara Jal. tGentrv & Gilly 10843). 
Rancho el paraiso, sur de Chamela 

A. colimana H.S. (Gentry 23540). 
(McVaugh, 1989) 

Gentry Municipio la Huerta, bahia de Tenacatita 
(Ornelas U. Et al 148) IBUG. 
32 km. a! suroeste de Valparaiso sobre 
el camino a Huejuquilla 2000 m.s.n.m. 

(Gentry. 1982; 
Filiferae (L) A. schidigera Lem. (Gentry & Gentry 23457). 

McVau9h, 1989) 
Mpio. De Ojuelos, 10 km. Al suroeste de 
la Paz lArreola & Cházaro 679) WIS. 

A. rzedowskiana P. 
Tipo: Municipio de San Cristóbal de Ja 

Carrillo, R. Vega & 
barranca, mesa de los caballos 1680 m (Carrillo-Reyes et 
P. Carrillo & D. Cabrera, 1503) IBUG. al., 2003) 

R. Delgad. Sp nov. 
GUAD. MEXU, NY. 

Agave americana L. Cerca de Hueluauilla (Rose 3559). (Gentrv, 1982\ 
Americanae Agave americana La primavera al oeste de Guadalajara (Gentry, 1982; 
(A) var. expansa Jalisco (Gentry s.n.). McVaugh, 1989) 

(Jacobi) Gentrv La Barca Jal. ITrelease s.n.) MO. 
Sierra del tigre, región de Mazamitla (Gentry 1982; 

A. hookeri Jacobi 
(Gentry s.n.) DES. McVaugh, 1989) 
Suroeste de Jiquilpan sobre la carretera 
a Colima, cultivado (Gentrv s.n.) DES. 

A. inaequidens 
17 Km. al Suroeste de Sayula camino a (McVaugh, 1989) 
Venustiano carranza (lltis & Guzmán 

K.Koch. 
29011) WIS. 

Crenatae (A) A. inaequidens spp. Amacueca sobre la carretera a Tapalpa 
( Gentry, 1982) 

inaequidens Koch (Gentry 23499) US, INIF.DES, MICH. 

Entre Mascota y San Sebastián (Nelson (Gentry. 1982; 
A. maxirruliana Baker 4048) 3-10 km. sobre el camino a mina McVau9h, 1989) 

de cuale (McVauah 26347\ MICH. 
A. maximiliana spp 

14 km al oeste de Autlan 1300 m.s.n.m .. 
katharinae (Berger) 

(Gentry 18309) US, DES, MEXU. 
(Gentry, 1982) 

Gentry 

Marmoratae 
Cerca de 40 km al Noroeste de la ciudad 

(A) 
A. gypsophila Gentry de Colima sobre el camino a Pihuamo (Gentry, 1982) 

(Gentry 23532) DES, MEXU, MICH. 
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Camino nuevo a Colotlan 32 km al Norte (Gentry, 1982; 
A. guadalajarana de Guadalajara Jal. (Gentry 23498). McVaugh, 1989) 

Parryanae (A) Trel. 20 km al Norte del entronque sobre el 
nuevo camino a Colotlán (Gentry 23498) 
US, INIF, MICH, DES. 
Tierra blanca entre villa corona y 

A angustifolía Haw. Tecolotlan (Gentry 10464) DES, MEXU, (Gentry, 1982) 
MICH, US. 

A angustifolia var. Tierra blanca, entre Villa corona y 

angustifolia sensu Tecolotlán (Gentry 10464). (McVaugh, 1989) 
Suroeste de Valparafso, 33 km. sobre el 

Gentry 1982 camino a Hueiu...,uilla (Gentrv 23458). 
Rigidae (A) A. angustifolia var. 33 km al suroeste de Valparaíso sobre el 

rubescens (Salm.) camino a Huejuquma {Gentry & Gentry (Gentry, 1982) 
Gentrv 23458\ DES, MEXU, MICH, US. 

A stringens Trel. 
Tipo: Rlo blanco barranca cerca de (Gentry, 1982; 
Guadatajara Jal. (Trelease 1904) MO. McVaugh 1989) 

A tequi/ana Weber 
Alrededores de Tequila, cultivado (Gentry, 1982) 
(Medrano 1487) 1560 m.s.n.m. 

111 Subgéneros: L (Littaea), A (Agave). '2! Abreviación de herbarios: DES (Desert Botanical Garden, 
Phoenix, Arizona), GUADA (universidad Autónoma de Guadalajara), IBUG (Instituto de Botánica, 
U. d. G.), INIF (Institución Nacional de Investigaciones Forestales, México D.F.), MEXU (Instituto de 
Biología, UNAM), MICH (University of Michigan), MO (Missouri Botanical Garden, St. Louis, 
Missouri), NY (New York Botanical Garden, New York), US (National Herbarium, Natural History 
Museum, Washington D.C.), WIS (University of Wisconsin, Madison). 

1.3 EL VOLCÁN DE TEQUILA 

El volcán de Tequila forma parte del valle de Tequila y Amatitán en Jalisco. Esta 

elevación orográfica localizada en las coordenadas 20º 4T LN, 103º 51 ·LO y con 

una altura de 2940 msnm, pertenece al complejo montañoso denominado Eje 

Neovolcánico Transversal, exhibiendo varios tipos de vegetación en toda la 

pendiente que se describen a continuación (Rodríguez y Cházaro, 1987; Patiño, 

1994; Cházaro, 1995): 

Bosque Tropical Caducifolio (BTC): 

Tipo de vegetación que se desarrolla en suelos someros y pedregosos. Una 

característica distintiva de este tipo de vegetación es que los arbustos y árboles 

pierden sus hojas durante el periodo de sequía. Algunos de los componentes 

florísticos más representativos son: 
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Tabla 2. Especies representativas del Bosque tropical caducifolio en el volcán de 

Tequila. 

FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR 

ANNONACEAE Anona longiffora S. Watson "anona" 

BURSERACEAE Bursera bipinnata (OC) Engler "copa!" 

CONVOLVULACEAE fpomea intrapilosa Rose "azote" 

LEGUMINOSAE Leucaena esculenta (OC.) Benth "huajillo" 

Ficus cotinifo/ia HBK "amate" 
MORACEAE 

Ficus petiolaris HBK "tezcalame" 

PAPAVERACEAE Bocconia arborea S. Watson "llora sangre" 

SAPOTACEAE Mastichodendron capiri (A. OC) Cronq. "tempisque" 

APOCYNACEAE Stemmadenia palmeri "mancuemilla" 

Bosque de Juniperus: 

Se encuentra en ecotono entre el Encinar y el BTC y se desarrolla sobre suelos 

someros, la especie representativa es Juniperus f/accida var. poblana "cedro" o 

"enebro_" 

Bosque de encino (encinar): 

Inicia entre las cotas 1360 a 1550 msnm y se extiende hacia la cima donde forma 

junto con Pinus spp otro tipo de vegetación (Bosque de Pinus-Quercus). Las 

especies características del encinar son: 

Tabla 3. Especies representativas del Bosque de encino en el volcán de Tequila. 

FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR 

Querws gentryi C. H. Muller "encinon 

FAGACEAE Q. magnoliifolia Née mencino roble" 

Q. resinosa Liebm. "encino rojo" 

OPILIACEAE Agonandra racemosa (DC.) Standl. "suelda" 

ROSACEAE Prunus ferruginea Steud. "cortapico" 

CLETHRACEAE Clethra rosei Britt. "malvaste" 
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Bosque de Pinus- Quercus: 

Está definido como tal aproximadamente a los 1700 msnm y se continua hacia la 

cima. Algunos de los elementos florísticos son: 

Tabla 4. Especies representativas del Bosque de Pinus-Quercus en el volcán de 

Tequila. 

FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR 

PINACEAE 
Pinus oocarpa Schiede ex Schlent "pino" 

P. michoacana Martínez 

P. lumholtzii 

Quercus candicans Née "encino de asta" 
FAGACEAE 

Q. castanea Née "encino" 

Q. obtusata Humb. & Bonpl. "encino rojo" 

Aproximadamente desde la cota de 2,900 msnm y hacia la cima el incremento de 

la humedad en el Bosque de Pinus-Quercus permite el establecimiento de 

especies como: 

Tabla 5. Especies representativas del Bosque Pinus-Quercus en zonas húmedas 

del volcán de Tequila. 

FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR 

Quercus crassifolia Humb. & Bonpl. 
FAGACEAE 

Q. rugosa Née "avellana" 

O laurina Humb. & Bonpl. "encino laurelillo" 

Arbutus xalapensis H. B. K. "madroño" 
ERICACEAE 

Arbutus glandulosa Mart & Gal. "madroño" 
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Bosque mesófilo de montaña: 

Se encuentra restringido sólo a las cañadas donde el indice de humedad es más 

alto respecto a otras zonas del volcán. Las especies representativas son: 

Tabla 6. Especies representativas del Bosque mesófilo de montaña en el volcán 

de Tequila. 

FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR 

SYMPLOCACEAE Symplococos prionophylla 

Cleyera integrifolia (Benth) 
"capulín virgen" 

THEACEAE 
Choisy 

Temstroemia lineata DC. "tila" 

A/nus joruffensis H. 8. K. "aile" 

C/ethra mexicana Britt. "malvaste" 

Bosque de Cupressus: 

Se encuentra sólo en el macizo rocoso conocido como "tetilla". tipificado por 

Cupressus benthami var. lindleyi ("ciprés") (Rodríguez y Cházaro, 1987; Cházaro, 

1995). 

De acuerdo con Rodríguez y Cházaro (1987) y Cházaro (1995) son dos las 

especies del género Agave que se desarrollan en el volcán de Tequila: 

Agave guadalajarana Trelease ("maguey chato") Subgénero Agave, Grupo 

· Parryanae. Esta especie se desarrolla sobre pendientes derivadas de roca 

volcánica (roca riolítica), en suelos someros y principalmente en bosque de 

Quercus spp.-Pinus spp. en un rango altitudinal de 1400 a 2000 msnm. Es 

conocida sólo en las regiones aledañas al Norte de Guadalajara (Cerro del Colli, 

Cerro del Tepopote, Sierra de Tesistan, Sierra de San Esteban, Sierra de la 

Primavera y el Volcán de Tequila) (Fig. 3) ocasionalmente la savia es usada como 

fuente de azúcar para la manufactura del mezcal (Gentry, 1982; Me Vaugh, 1989; 
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Cházaro y Lomelí, 1995). La floración de la especie comienza durante los meses 

de abril a mayo y alcanza el desarrollo completo de junio a agosto (Me 

Vaugh,1989; Cházaro y Mostul, 2002). 

Agave inaequidens K. Koch ("maguey bruto") Subgénero Agave, Grupo 

Crenatae. Se desarrolla sobre laderas abiertas en Bosque de Pinus spp.-Quercus 

spp., en un rango altitudinal de 1850 a 2480 msnm. Se distribuye sobre las 

montañas de Morelos hasta Michoacán y Colima; en Jalisco se conoce en el 

Volcán de Tequila, Cerro Viejo, Sierra de Tapalpa y Cerro de García (Fig. 3). Se 

utiliza para la obtención de pulque (Gentry, 1982; Cházaro, 1995; Galván y 

Zamora, 1995) y la floración sucede de noviembre a abril (Me Vaugh, 1989 ). En 

la Tabla 7 se muestran los rasgos taxonómicos de A. inaequidens y A. 

guadalajarana. 

Mapa del Estado de }<>fisco con los prlr><:ipale> sie<ros esquemacizodas. ( fomado: Arreola N. 1990 cort mod$<00om:s). 

Fig 3. Distribución de A. guadalajarana (azul) y A. inaequidens (rojo) en el estado 
de Jalisco (Tomado de Arrecia, 1990 con modificaciones). 



Tabla 7. Características morfológicas comparativas de A. guadalajarana y A. 
inaequidens (Gentry, 1982; lrish e lrish, 2000). 

Caracter 
Agave guada/ajarana Trel. Agave inaequidens Koch. taxonómico 

Tamaño y forma de 
Pequeñas, compactas de 25 a De 85 a 220 cm de diámetro. 35 cm. de diámetro. ~más 

la roseta 
anchas que altas. n 

"mas altas que anchas.~ 

Color Verde claro opaco a grisáceo 
Verde claro a amarillento, 
raramente alauco 
Anchas o angostas, 

Obadas a oblongas y con lanceoladas a 
Forma de las hojas margen obtuso, 20-30 cm de oblolanceoladas, 75 x 150 cm 

largo x 12-18 cm de ancho de largo y 11x21 cm de 
ancho. 

Dientes de 8 a 1 O mm de largo Dientes dimórficos de 8 a 1 O 

Margen dentado 
y se sobreponen en mamilas mm de largo. Más largos en 
que son más prominentes hacia las prominencias de las hojas, 
la punta de la hoia color castaño a café oscuro. 

De 2.5 cm de longitud, recta a 
De 2.5 a 5.5 cm de largo, 

Espina terminal acanalada por el centro. De 
sinuosa, color café-rojizo. color café oscuro. 
Escapo floral de 4 a 5 m de Escapo floral de 5-8 m de 

Panículas 
altura con 15 a 20 umbelas altura con 30 a 50 umbelas 
pequeñas insertadas a partir de compactas. 
la mitad superior del escapo 

Amarillas aproximadamente de 
Amarillas de 60 a 90 mm de 

Flores largo. Ovario 30 a 40 mm de 
6 cm de largo larao. 
De forma lunada de 4 x 6 mm. 
Contenidas en frutos de 4.5 cm Hemisféricas, negras de 6 a 

Semillas de largo x 1.8 cm de ancho con 
una protuberancia al lado 

7.5 x 4.5 a 5.5 mm. 

contrario del pedúnculo. 

Predominantemente sexual, sin 
Predominantemente sexual, 

embargo se ha observado la 
sin embargo se ha observado 
la producción de bulbillos 

Reproducción producción de bulbiHos (hijuelos (hijuelos que se forman en la 
que se forman en la inflorescencia sin 
inflorescencia sin polinización). polinización). 
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1.4 GENÉTICA DEL GÉNERO Agave 

La complejidad en la identificación del género Agave ha requerido el uso de 

metodologías como la citogenética y biología molecular para complementar los 

estudios basados en taxonomía tradicional (Granados, 1993). En el ámbito de la 

citogenética, Garniel< (1944) a partir de 31 especies de Agave reporta un número 

cromosómico básico de x=30, divididos en cromosomas grandes, medianos y 

pequeños, con un patrón característico durante la metafase. El mismo autor 

concluye que el subgénero uttaea es predominantemente diploide y más primitivo 

que el subgénero Agave que son poliploides, asimismo pone de manifiesto la 

poliploidia en todo el género, formado por una serie de 2x, 3x, 4x, 5x y 6x, 

suponiendo que esto deriva de la propagación vegetativa. 

Castorena-Sánchez et al. (1991) analizaron los cariotipos de Agave fourcroydes, 

A. sisilana, A. angustifolia var. margina/a y A. tequilana confirmando que el 

número cromosómico básico es x=30, sin embargo, observaron una proporción 

cambiante de cromosomas medianos y cortos entre especies, que sirve como 

criterio de identificación. La estabilidad cariotipica encontrada en individuos que se 

originaron por reproducción asexual en estos taxa se contrapone a lo reportado 

por Sharma y Battachayya (1962) para especies cultivadas de Agave, en las 

cuales se presenta inestabilidad cariotipica durante la reproducción vegetativa, 

proponiendo este fenómeno como posible causa de especiación. 

1.5 MARCADORES MOLECULARES 

Recientemente, los avances de la biología molecular han proporcionado una serie 

de técnicas basadas en el análisis del ADN, entre las cuales se encuentran los 

marcadores moleculares. Estos se basan en la detección de polimorfismos que 

resultan de rearreglos (mutaciones) entre los pares de bases, tales como: 

translocaciones, inversiones, inserciones o deleciones (Otero et al., 1997; Valadez 
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y Kahl, 2000). Los polimorfismos han demostrado ser una fuente importante de 

información para complementar estudios taxonómicos, filogenéticos (Caetano

Anollés y Gresshoff, 1997) y para el conocimiento de la distribución y extensión 

de la variación genética inter e intraespecífica en diversas especies (Hongtrakul et 

al., 1997; Breyne et al., 1999; Caicedo et al., 1999; Nair el al., 1999; Fischer et al., 

2000; Cuevas, 2001; Gil-Vega et al., 2001; González, 2001). De esta manera, el 

estudio sobre la extensión y distribución de la diversidad genética por medio de 

marcadores moleculares, permite establecer la amplitud de la base genética de las 

poblaciones y aplicar este conocimiento en estudios filogenéticos y de 

mejoramiento genético (Otero et al., 1997; Montero et al., 1998). 

Las isoenzimas fueron los primeros marcadores moleculares desarrollados 

utilizando las proteinas como unidad polimórfica y aplicados en estudios de 

diversidad genética. Colunga-García et al., (1999) reportan altos valores de 

variación intraespecífica en Agave angustifolia y valores bajos en A fuorcroydes 

con base en estudios isoenzimáticos. Martínez-Palacios et al., (1999) a partir de 

1 O loci isoenzimáticos desarrollados para A victoria-reginae reportan altos indices 

de variación genética, al igual que Eguiarte et al. (2000) en poblaciones de A 

lechuguilla mediante 13 loci. Las técnicas con isoenzimas son económicas y 

rápidas, sin embargo, muestras congeladas durante diferentes periodos y 

condiciones, en ocasiones presentan patrones de bandeo distintos, al igual que 

muestras colectadas en diferentes estaciones (Otero et al., 1997). En este sentido, 

otros marcadores moleculares basados en el ADN ofrecen la ventaja de no estar 

sujetos a cambio¡; ambientales donde se desarrollan los organismos en estudio y 

el número de polimorfismos obtenidos es mayor comparado con isoenzimas (Liu y 

Fumier, 1993; Valadez y Kahl, 2000). 
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Las técnicas para la obtención de marcadores moleculares de ADN se pueden 

agrupar en tres categorías: 1. Las basadas en hibridación tipo southem como 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) y VNTR (Variable Number of 

Tandem Repeats); 2. Las basadas en la técnica de PCR (Polymerase Chain 

Reaction) como RAPO (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP {Amplified 

Fragment Length Polymorphism) y 3. las basadas en una combinación de la 

técnica de PCR y la hibridación southern como RAHM (Random Amplified 

Hybridization Microsatellites), llamada también RAMPO (Random Amplified 

Microsatellite Polymorphims) (Karp y Edwards, 1997; Valadez y Kahl, 2000). 

1.6 LA TÉCNICA DE RAPD's 

Los RAPD"s {Williams et al., 1990) son marcadores moleculares obtenidos por 

amplificaciones de segmentos de ADN al azar, utilizando cebadores cortos (10 

mers) de secuencia arbitraria, mediante la técnica de PCR (Polymerase Chain 

Reaction) (Erlich y Arnheim, 1992; Saiki et al., 1988; citados por Caetano-Anollés y 

Gresshof, 1997). Los cebadores se caracterizan por contener 50 a 80 % de G+C 

(Guanina + Citosina) y no son secuencias palindrómicas, es decir, que la 

secuencia no se "lee" igual de un sentido y del otro (Williams el al., 1990). Los 

protocolos para la obtención de RAPD's describen reacciones estandarizadas que 

en general contienen: amortiguador de reacción, Cloruro de Magnesio (MgCI,), 

nucleótidos libres (dNTPs), cebador, ADN genómico y la enzima Taq polimerasa. 

La amplificación se realiza mediante ciclos de diferente temperatura y los 

segmentos de ADN amplificados se separan por medio de electroforesis en gel de 

agarosa, teñidos con Bromuro de Etidio y visualizados con luz ultravioleta 

(Williams et al., 1g90; Skroch y Nienhuis, 1995; Caetano-Anollés y Gresshof, 1997; 

Furman et al., 1997). 
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Los polimorfismos obtenidos con la técnica de RAPD's son producidos por 

mutaciones que alteran el sitio de reconocimiento del cebador y que impide que el 

fragmento sea amplificado o altere su tamaño, asimismo, son marcadores 

dominantes. es decir que se produce la misma banda para el homócigo dominante 

y el heterócigo (Williams et al., 1990; Otero et al., 1997; Navarro, 1999). 

Las ventajas que ofrece ésta técnica son: 1) que no se requiere de un 

conocimiento previo del genoma del organismo a estudiar, 2) el costo es reducido 

comparado con otras técnicas como los AFLP's (Gil-Vega et al., 2001) y 3) 

proporcionan un mayor número de marcadores polimórficos que las enzimas (Liu y 

Furnier, 1993) Asimismo, son marcadores neutros que proporcionan un muestreo 

general del genoma de un organismo, tanto de genes como de secuencias 

espaciadoras, sitios de regulación y pseudogenes; lo que los hace más sensibles 

a los polimorfismos, que teóricamente deberían ocurrir frecuentemente en zonas 

no codificantes (Williams et al., 1990; Skroch y Nienhuis, 1995). 

La técnica de RAPD's ha sido utilizada en estudios con especies vegetales 

silvestres y cultivadas; por ejemplo Skroch y Nienhuis (1995) reportan la 

capacidad resolutiva de los RAPD's para la identificación varietal de 10 lineas 

genéticas de Phaseolus vulgaris. Por otra parte, Cuisset y Boursiquot (1997) 

utilizan marcadores RAPD's para la identificación de 30 cultivares de uva (Vitis 

spp.) y manifiestan la sensibilidad de la técnica, reportando que con sólo 3 

cebadores es posible identificar y relacionar genéticamente los individuos 

estudiados. De esta manera se pone en evidencia la capacidad resolutiva de los 

marcadores RAPD's para estudios genéticos entre especies y variedades 

cultivadas. 

En lo referente a especies silvestres, Fischer et al., (2000) reportan distintos 

niveles de variación genética, de acuerdo al tamaño poblacional y un limitado flujo 

genético entre poblaciones de Ranunculus reptans (especie endémica de una 

región de Europa), poniendo de manifiesto que los marcadores moleculares 
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RAPD's aportan información sustancial para la formulación de programas de 

conservación de recursos genéticos. González (2001) pone en evidencia una 

estrecha relación genética entre poblaciones de Agave deserti deserti y A. deserti 

pringlei (Baja California) con A. deserti simplex (desierto de Sonora), concluyendo 

que mediante los RAPD's es posible inferir que todas las poblaciones en estudio 

corresponden sólo a la especie A. deserti. Las diferencias fenotípicas observadas 

son originadas por respuestas al ambiente, mostrando que la divergencia y la 

distancia geográfica no han sido suficientemente contundentes para generar 

subespeciación. 

Los RAPD"s. asimismo, se han utilizado en estudios filogenéticos como el 

reportado por Furman et al. (1997) quienes establecen las relaciones filogenéticas 

entre seis especies de pinos de México y América Central, mencionando que la 

información obtenida por esta técnica es útil en estudios de conservación ex situ 

que involucren especies de compleja identificación taxonómica. 

Los trabajos descritos anteriormente muestran la aplicabilidad de la técnica de 

RAPD"s en el análisis de la variación genética entre especies y variedades, sin 

embargo, algunos problemas asociados a las condiciones de reacción 

(temperaturas, polimerasa, cloruro de magnesio, calidad y cantidad de AON, 

cebadores, etc.) pueden afectar la eficiencia de la técnica. Estas limitaciones 

pueden ser solucionadas con una óptima estandarización de los reactivos y las 

condiciones de reacción (Williams et al., 1990; Rafalski, 1997). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La reproducción sexual, en la mayoría de las especies del género Agave, sucede 

una vez al final de su ciclo de vida y el tiempo que transcurre antes de ésta es de 

8 a 25 años (según la especie) por lo que es dificil obtener elementos florales, 

indispensables en estudios taxonómicos_ Por otra parte, existen procesos de 

hibridación y poliploidia que afectan la apariencia general de las plantas, 

originando incertidumbre en su identificación (Gentry, 1985). 

En el volcán de Tequila, existen zonas en las que ocurre un acercamiento entre 

las poblaciones de A inaequidens y A guadalajarana (únicas especies del género 

Agave presentes en el área), este factor favorece la hibridación natural que por 

métodos de identificación tradicional es difícil precisar. Así, un estudio genético 

apoyado por técnicas moleculares aportará datos sobre la diversidad genética 

actual de estas poblaciones, estableciendo bases para el desarrollo de programas 

de conservación y aprovechamiento de estas dos especies en Jalisco, donde los 

agaves tienen gran importancia económica. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Analizar el nivel de variación genética de Agave inaequidens y A. guadalajarana 

distribuidas en el Volcán de Tequila, por medio de marcadores RAPD's. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Optimizar el método de extracción de ADN empleando muestras de hojas 

de Agave. 

2. Determinar las distancias genéticas entre las especies estudiadas a partir 

de los datos moleculares (RADP's). 

3. Depositar en los herbarios IBUG y GUADA ejemplares de Agave 

inaequidens y A. guadalajarana colectados en el volcán de Tequila. 

4. HIPÓTESIS 

El análisis molecular con marcadores RADP's en poblaciones silvestres de Agave 

guadalajarana y A. inaequidens presentes en el volcán de Tequila penmite inferir 

el estado de diversidad genética y posible hibridación entre estas especies. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 COLECTAS DE CAMPO 

Se llevaron a cabo 4 colectas al Volcán de Tequila durante los meses de 

Noviembre y Diciembre del 2002, en los cuales se obtuvieron 51) muestras de 

agaves silvestres. Los recorridos iniciaron de las zonas bajas del olcán hacia la 

cima, de esta manera se logro un muestreo en gradiente altitudinal / las rutas de 

exploración se determinaron en un carta topográfica 1 :50,000 (INEG. :. Para cada 

individuo colectado se estimaron las coordenadas de ubicación por n. 1Clio de un 

aparato de posicionamiento global (GPS, Maguellan 320), se· fotografió el, jemplar 

y se tomó la altura y diámetro de la roseta. 

Además, por cada individuo se cortaron 2 hojas de diferente edad y sin signos de 

daño fisico, las cuales se fotografiaron en el laboratorio resaltando características 

como: espina terminal, margen de la hoja, color y forma de las espina~ marginales, 

ancho y largo de cada hoja (Fig. 4). Paralelamente se llevo a cabo la identificación 

taxonómica de acuerdo a las claves dicotómicas de Gentry (1982) y McVaugh 

(1989). Posteriormente los ejemplares se secaron y etiquetaron. 

Fig. 4 Hojas de A. guadalajarana y A. inaequidens 
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5.2 EXTRACCIÓN DE ADN 

Para la conservación del material vegetal destinado al análisis genético, se 

cortaron trozos de aproximadamente 5 cm3 de las hojas jóvenes y se 

almacenaron en congelación a -20 C.º Para la extracción del ADN se tomaron 0.2 

g_ de tejido foliar congelado y se macero con nitrógeno líquido hasta pulverizar. El 

ADN genómico total se extrajo de acuerdo al protocolo incluido en el kit de 

extracción Gen Elute plan! genomic© (SIGMA) (Anexo 1). Mediante una serie de 

reacciones y la utilización de membranas de microcaptura se obtuvo el ADN en 

solución y se evaluó la calidad en un gel de agarosa al 1 %, teñido con Bromuro 

de Etidio (Anexo 2). El ADN se mantuvo almacenado a -20C. º 

5.3 OBTENCIÓN DE MARCADORES RAPD's. 

Para la obtención de los perfiles genéticos se utilizó el kit Ready To Go RAPO 

Analysis Beads© (Amersham Biosciences), siguiendo las instrucciones del manual 

de procedimientos (Anexo 3). Las reacciones de PCR se realizaron en un 

tenmociclador 1-Cicler (810-RAD), con una etapa de pre-calentamiento a 95º C 

durante 5 min. y el siguiente programa: 

NO. DE CICLOS TEMPERATURA TIEMPO 

95º c 1 min. 

45 36º e 1 min. 

12° e 2 min. 

Posteriormente, los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 2% a 160 volts durante 2 horas (Anexo 4). Se incluyó un marcador 

de peso molecular (100 pb). 
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5.4 ANÁLISIS DE DATOS 

El análisis de los perfiles obtenidos se realizó visualmente y por medio del 

software Cross Checker (Buntjer, 2001) para la obtención de una matriz de 

presencia (1) ausencia (O), la cual sirvió de base para el calculo de los coeficientes 

de similitud mediante la fórmula: 

a 
Jaccardxy = 

(a+ b +e) 

(Jaccard, 1908) 

donde: 

X y y- genotipos que serán comparados 

a- número de marcadores presentes en X y y 
b- número numero de marcadores presentes en X y ausentes en y 
c- número de marcadores presentes en y y ausentes en X 

Los coeficientes calculados permitieron la construcción de una matriz triangular de 

similitud que se convirtió a distancias genéticas mediante la fórmula: 

Distancia genética= 1-Jaccardxy 

Los resultados representados en la matriz de distancias genéticas sirvieron de 

base para la construcción del dendrograma, mediante el software Phylip© 

(Phylogeny lnference Package) empleando el método UPGMA (Unweighted Pair 

Group Arithmethic Averages) (Sneath y Sokal, 1973). Este método se basa en un 

algoritmo que identifica la distancia mínima entre dos taxones, combinándolo 

sucesivamente con los valores de similitud cercanos para obtener la distancia 

promedio, el procedimiento se repite con el resto de los individuos hasta finalizar el 

con último par de taxones ( Valadez y Kahl, 2000). 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 COLECTA DEL MATERIAL VEGETAL 

La exploración en el volcán de Tequila se ha restringido a la cara Norte debido a la 

facilidad de llegar en auto hasta las torres de "microondas.· que se encuentran en 

la parte alta de ésta montaña (Patiño, 1994 ; Cházaro, 1995). En el presente 

estudio se visitaron regiones inexploradas (sur. este y oeste) y exploradas (norte) 

(Fig. 5). 

Durante las colectas se registraron individuos con características morfológicas no 

típicas de A. guada/ajara o A. inaequidens, únicas especies presentes en el área 

de acuerdo a Rodríguez y Cházaro (1987) y Cházaro (1995). Esto implicó la 

posible existencia de una tercera especie (etiquetada inicialmente como A 

maximiliana) o un híbrido natural entre las especies mencionadas. Sin embargo, 

en la identificación taxonómica de laboratorio se confirmo su pertenencia a alguna 

de las dos especies de acuerdo a estudios detallados de las características 

fenotípicas. 

La colecta del material vegetal se realizó en 4 zonas del Volcán ( norte, sur, este y 

oeste) (Fig. 5), muestreando ocho poblaciones, de las cuales cinco pertenecen a 

Agave guadalajarana y el resto a Agave inaequidens (Tabla 8). Las 

determinaciones taxonómicas preliminares se realizaron en campo con la ayuda 

del M. C. Miguel Cházaro Basáñez y corroboradas en laboratorio de acuerdo a las 

descripciones de Gentry (1982) y McVaugh (1989). 
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Tabla 8 Ubicación geográfica de las poblaciones de Agave spp. colectadas en el 
1 . d T ·1 vacan e eau1a. 

COORDENADAS RANGO AL TITUDINAL ESPECIE 

20º50722""LN 
1545- msnm Agave guadalajarana 

103º50"909""LW 

20º50722""LN 
1554-1572 msnm A. guadalajarana 

103°50"901 ""LW 

20° 51"22"" LN 
1619-1674 msnm A. guadafajarana 

103º5475·· LW 

20°51 ·13·· LN 
1725-1761 msnm A. guadalajarana 

103°5475""LW 

20°50"37"" LN 
1920-2056 msnm A. guadalajarana 

103º53 "92. "L W 

20º46793""LN 
2750-2900 msnm A. inaequidens 

103º50"639""LW 

20º47"166""LN 
2820-2854 msnm 

103º50798""LW 
A. inaequídens 

20°47757""LN 
2830-2870 msnm A. inaequidens 

103º50"540""LW 

Se observó que las poblaciones de Agave guadalajarana se encuentran alejadas 

entre si y el número de individuos es reducido, debido posiblemente a factores 

como la heterogeneidad en el tipo suelo. Granados (1993) señala que los agaves 

se desarrollan en suelos rocosos. someros y ricos en nutrientes (especialmente 

nitrógeno). En el presente estudio se observaron similitudes en el tipo de suelo 

donde se ubican las poblaciones más numerosas de A. guadalajarana (Fig. 6) por 

otra parte, se registraron algunos individuos aislados de tamaño pequeño en 

lugares rocosos y sombreados. A. guadalajarana no posee propagación por 

rizoma (hijuelos), lo que determina el bajo número de individuos dentro de las 

poblaciones. Reyes-Agüero et al. (2000) reportan que A lechuguilla presenta un 

tipo de reproducción predominante asexual por hijuelos, esto facilita que las 

poblaciones de esta especie sean numerosas y densas. 
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Fig. 6. Población de A guadalajarana, desarrollándose sobre un suelo 
cobrizo de consistencia arcillosa. 

Contrariamente a A. guadalajarana, las poblaciones de Agave inaequidens son 

numerosas, la separación entre ellas es mínima y se desarrollan 

predominantemente hacia la parte este, sobre laderas con un ángulo de 

inclinación pronunciado (cráter del volcán} (Fig 7), donde los vientos fríos son 

constantes y ascienden desde las zonas bajas hacia la cima. En las laderas donde 

se desarrolla A. inaequidens el suelo es de origen volcánico, lo que favorece su 

establecimiento en esta zona y corresponde al tipo de hábitat señalado por Gentry 

(1982} para esta especie. 
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Fig. 7 Poblaciones de Agave inaequidens al interior del cráter del volcán. 

6.2 EXTRACCIÓN DE ADN 

En una etapa preliminar de este estudio se realizaron pruebas comparativas entre 

el kit de extracción de ADN Nucleon Phytopure© (Amersham Life Technologies) y 

el kit Gen Elute plant genomic© (SIGMA), obteniéndose calidades similares de 

ADN (Fig. 8) 

25 



Fig. 8 Calidad del ADN (a) extraído con el protocolo descrito en el kit Gen elute (b) 
extraído con el protocolo descrito en el kit Nucleon Phytopure y evaluados por 

electroforesis en gel de agarosa. 

En las sucesivas extracciones se optó por la utilización del Kit Gen Elute Pian! 

Genomic© de SIGMA, debido a su fácil manejo y a que combina un complejo de 

Silica-base con un sistema de microcaptura con lo cual, se descarta la posibilidad 

de utilizar resina y compuestos orgánicos como fenal o cloroformo. Mediante el 

empleo de este kit se obtuvo una buena calidad de ADN y se evito el uso de 

ARNasa (Fig. 8). 

6.3 MARCADORES RAPD's 

Los perfiles genéticos fueron desarrollados mediante el kit Ready-To Go RAPO 

Análisis Beads©, con cebadores de la serie 1-6 del mismo kit (Amersham 

Pharmacia Biotech.), que proporcionan una buena calidad en el patrón de bandeo 

y repetibilidad de los experimentos. 
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Se probaron seis cebadores, de los cuales se eligieron cuatro (1,2,3,5) que 

produjeron patrones de bandeo con mayor intensidad y polimorfismos (Fig. 9), 

estos generaron un total de 54 bandas de las cuales 45 (83%) fueron polimórficas 

entre las dos especies. El promedio de polimorfismos para cada cebador fue de 

11, lo que muestra un número bajo de bandas polimórficas por cebador 

comparado con González (2001), que reporta 28 y 25 bandas polimórficas a partir 

de dos cebadores en cuatro esp"'cies de Agave. Por otra parte, Palacios y 

González-Candelas (1997), con el uso de un cebador obtuvieron 21 bandas 

polimórficas. El porcentaje de polimorfismos encontrado en el presente estudio se 

revela alto comparado con otras espec•,~s del género (Tabla 9). 

(d) 

Fig. 9 Perfiles moleculares obtenidos con cebadores del kit Ready-To Go RAPO 
Análisis Beads: (a) cebador no. 1, 'b) cebador no. 2, (c) cebador no. 3, (d) cebador 
no. 5. 
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Tabla 9. Porcentajes de polimorfismos reportados para especies del género 
A ~gave. 

ESPECIE PORCENTAJE DE REFERENCIA 
POLIMORFISMOS 

INTRAESPECÍFICOS 
Agave subsimplex 78.6% Navarro, 1999 

A. cerulata 77.6% Navarro, 1999 

A. deserti 71.7%, González, 2001 

A. simplex 60.3%, González, 2001 

A. pringlei 73.5% González, 2001 

A. deserti 68.2% González, 2001 

A. inaequidens 92% Presente estudio 

A. guadalajarana 90% Presente estudio 

Se encontraron patrones de bandeo específicos para A. guadalajarana y A. 

inaequidens, que clasifican a todos los genotipos colectados, lo que pone en 

evidencia que los genotipos estudiados efectivamente pertenecen a dos especies 

y no existen hibridos. Arnonld et al. (1991) (citado por Hadrys et al., 1992), a partir 

de cuatro marcadores moleculares RAPD"s identificados en Iris fu/va e /. 

hexagona encontraron poblaciones con individuos que presentaron frecuencias 

intermedias de esos marcadores, concluyendo que se trataba de hibridos 

naturales. 

6.4 DISTANCIAS GENÉTICAS 

Se han desarrollado múltiples métodos para la estimación de índices de similitud, 

tales como los coeficientes de Dice (1945), Nei & Li (1979) y Linch & Milligan 

(1994). En el presente trabajo, se selecciono el índice de similitud de Jaccard 

(1908) que asigna 1 al marcador presente y O a la ausencia del mismo. De 

acuerdo con Otero et al. (1997) el uso de coeficientes que omitan la consideración 

de datos negativos como Jaccard o Dice pueden ser los apropiados en el caso de 

altos porcentajes de polimorfismos o ante la presencia de datos nulos. 
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Las distancias genéticas calculadas presentan valores entre 0.11 (inae 38 e inae 

39) y 0.91 (guada 19 e inae f1) con un promedio de 0.60 entre los 703 pares 

comparados (Tabla 5). Estos valores (0.11 a 0.91) corresponden a lo esperado en 

especies de Agave silvestre de acuerdo con Cuevas (2001) quien, utilizando 

marcadores AFLP's, reporta un rango de distancias genéticas de 0.41 a 0.61 con 

un promedio de 0.47 entre genotipos de A salmíana, A potatorum, A karwinskíí y 

A sísa/ana. 

En el caso particular de A guadalajarana, las distancias varían de 0.20 (guada 20 

y guada 23) a 0.90 (amaxím4 y amaxím p5-1) dando un promedio de 0.55 entre 

190 pares comparados. De la misma forma, las distancias genéticas de A. 

ínaequídens varían de 0.11 (ínae 38 y 39) a 0.88 (ínae 25 y 29) con una promedio 

de 0.62 entre 171 pares comparados. Colunga-García et al.( 1999) y Eguiarte et al. 

(2000), mencionan que las poblaciones silvestres del género Agave presentan 

altos niveles de variación genética y diferenciación entre poblaciones, respecto a 

las especies cultivadas que presentan baja variabilidad debido a las prácticas de 

propagación vegetativa. 
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El dendrograma obtenido mediante la técnica UPGMA (Fig 10) muestra las 

relaciones genéticas entre los genotipos estudiados. Se observa un cluster que 

agrupa la mayoría de los genotipos de A. inaequidens y otro que incluye a los 

ejemplares de A. guadalajarana. Un tercer cluster esta formado por amaxp51, 

Ainae35, Ainae36 el cuál puede ser resultado de problemas en la amplificación de 

los primers 1 y 3, que produce un sesgo que se manifiesta en la formación de este 

cluster; sin embargo, por los patrones electroforéticos y las descripciones 

fenotípicas de estas especies se consideran como A. inaequidens (Ainae35 y 

Ainae36) y A. guadalajarana (Amaxp51). 

Los individuos caracterizados fenotípicamente como A. inaequidens (Ainae25 y 

Ainaef1) se hayan cercanamente emparentados a genotipos de A. guada/ajarana y 

de igual manera, genotipos de A. guadalajarana (Amaximx5 y Aguadam1) se 

agrupan cercanos a A. inaequidens. Estas transiciones pueden derivarse del 

muestreo insuficiente de las poblaciones que no permite definir patrones de 

diferenciación interpoblacional para corroborar el nivel de flujo genético (Slatkin, 

1994). 

Los intervalos de valores para distancias genéticas obtenidos en el presente 

estudio reflejan un alto índice de variación genética entre A. inaequidens y A. 

guadafajarana a este respecto González (2001) menciona que en la especie A. 

deserti, un alto indice de variación genética y una baja diferenciación entre 

poblaciones de la misma especie indican que se trata de poblaciones jóvenes y 

que mantienen un amplio flujo genético interpoblacional. Asimismo, Slatkin (1987) 

menciona que el flujo genético permite mantener la variación genética homogénea 

entre las poblaciones, promueve la dispersión de genes y recombinación genética 

en toda el área de distribución de la especie. 

31 



-

-

-
-

-

e_ 

~ 

y 
1 
1 

0.1 

-

-1 
-

-------l 

G 
1 
1 

1 

1 

~ 

--·~--

Aguada2 

Aguadax3 

Amaximx7 

Amax1mx4 

AmaximxS 

Amaxim6 

Amaximx9 

Aguada23 

Aguada22 

J\maxrmx11 

sinident 

Ainae25 

Aguada3J 

Aguada19 

.A.Quada21 

Aguada18 

Aguada24 

Aguada1 

.A.inaelf1 

Ainae30 

.Amax1mx5 

Ainae29 

AJnae37 

Ainae33 

AguadaM1 

Ainae38 

Ainae39 

Ainae27 

Ainae28 

Ainae32 

A.inae40 

Ainae42 

Ainae26 

Ainae41 

Ainae43 

AmaxP51 

Ainae35 

Ainae36 

Fig. 10 Dendrograma de las especies de Agave guadalajara y A. 

ínaequidens 
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7. CONCLUSIONES 

1.- El kit de extracción Gen Elute plant genomic© de SIGMA es un método rápido 

y eficiente para la extracción y purificación de ADN de los genotipos de Agave 

estudiados. 

2.- Las distancias genéticas entre A. guadalajarana y A. inaequidens corresponden 

a lo esperado en especies de Agave silvestre y de reproducción 

predominantemente sexual. 

3.- Las colectas e identificaciones taxonómicas confirmaron la existencia de Agave 

guadalajarana y A. inaequidens como únicas especies de Agave silvestre que se 

desarrollan en el volcán de Tequila, Jalisco. 

4.- Los marcadores RAPDºs mostraron ser una herramienta aplicable a estudios 

de diversidad genética en especies de Agave. 
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9ANEXOS 

ANEXO 1 

PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE ADN 

(Kit de extracción y purificación Gen elute de SIGMA) 

1. Macerar las muestras de tejido foliar con nitrógeno liquido en morteros 

estériles hasta reducirlas a polvo. 

2. Transferir 0.1 g a tubos de 2 mi. 

3. Adicionar las soluciones de lisis: 350 µI [parte AJ y 50 µI [parte B]. 

Homogeneizar la muestra en el vortex e incubar a 65º C por 1 O minutos con 

inversiones ocasionales. 

4. Adicionar 130 µI de la solución de precipitación y mantener la muestra en 

hielo durante 5 minutos. 

5. Centrifugar a máxima velocidad (13,200 rpm) de 10 a 15 min. 

6. Transferir el sobrenadante a una columna de filtración (color azul) 

previamente insertada en un tubo de 2 mi. Centrifugar a máxima velocidad 

de 1 a 1.5 min. 

7. Desechar la columna de filtración y adicionar 700µ1 de la "solución 

acopladora" (Binding solution) y mezclar ligeramente en el vortex. 

8. Insertar en un nuevo tubo de 2 mi. la columna adherente (color rojo), 

pipetear sobre esta 500 µI de la solución de preparación de la columna y 

centrifugar a 11,000 rpm por 1 minuto. Desechar la solución de preparación 

después de la centrifugación. 

9. Adicionar 600 µI de la mezcla obtenida en el paso 7 sobre la columna 

adherente y centrifugar a máxima velocidad por 1 min. 

1 O. Desechar el liquido, regresar la columna adherente al tubo y pipetear la 

solución remanente del paso 7. Centrifugar a máxima velocidad por 1 min. 

11. Colocar la columna adherente en un nuevo tubo de 2 mi. y agregar 500 µI 

de la solución de lavado. Centrifugar a máxima velocidad por 1 min. 

Desechar el liquido. 

39 



12. Adicionar nuevamente 500 µI de la solución de lavado a la columna 

adherente y centrifugar a máxima velocidad durante 3 min. 

13. Transferir la columna adherente a un nuevo tubo de 2 mi. 

14.Adicionar 100 µI de la solución de elusión y centrifugar a máxima velocidad 

(primera elusión) 

15. Transferir la columna adherente a un tubo de 1.5 mi y adicionar 

nuevamente 100 µI de la solución de elusión (segunda elusión). 

16.Desechar la columna. Mantener las elusiones a -20º C. 

ANEX02 

PROTOCOLO PARA LA EVALUACIÓN DE LA CALIDAD DE ADN 

1. Pesar 1 gr. de agarosa y disolverla en 100 mi de solución amortiguadora 

TAE 1 x, utilizando calor, una vez disuelto adicionar 2 µI de bromuro de 

etidio. 

2. Vaciar a la charola del gel y dejar gelificar. 

3. Llenar la cámara de electroforesis con solución amortiguadora TAE 1x y 

adicionar 4 µI de Bromuro de Etidio. 

4. Mezclar 10 µI de ADN con 2 µI de solución amortiguadora (colorante) y 

depositarlos en el gel de agarosa para su migración. 

5. Migrar a 100 voltios durante 45 minutos. 

6. Observar el gel a través de un transiluminador UV y tomar la impresión 

fotográfica. 

PREPARACIÓN DE REACTIVOS 

Solución amortiguadora de migración: TAE 1 OX 

TRIS 40 mM 4.89 g 

EDTA 1 mM 0.38 g 

Ácido Acético 20 mM 1.14 mi 

Aforar a 1 L. pH 8 
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Solución amortiguadora para depósito (colorante): 

ANEXO 3 

Azul de xilencianol 0.25º/o 

Azul de bromofenol 0.25% 

Glicerol 30% 

0.025 9 

0.025 9 

3ml 

Aforar a 10 mi 

PROTOCOLO PARA LA OBTENCIÓN DE MARCADORES RAPO 

(kit Ready To Go RAPO Analysis Beads©, Amersham Biosciences) 

1. Adicionar en un tubo de 0.2 mi lo siguiente: 

• 5 µI de primer (previamente resuspendido) 

• 2 µI de ADN [Primera elusión en 100 µI] 

• 18 µI de agua ultrapura 

2. Homogeneizar la mezcla evitando la formación de burbujas 

3. Colocar las muestras en el termociclador y programar: 

• 1 ciclo de 95° c durante 5 minutos 

• 45 ciclos a 95° c durante 1 minuto 

• 
• 

36º c durante 1 minuto 

72° c durante 2 minutos 

Contenido de la perla (en un volumen de reacción de 25 µI) : 

ADN polimerasa Amplitaq© 

dNTPs 0.4 mM 

BSA 2.5 µI 

Buffer 2mM (MgCI,), 30 mM (KCI), 

10 mM (Tris), pH 8.3 
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ANEX04 

PROTOCOLO PARA LA MIGRACIÓN DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS 

1. Pesar 2 grs. de agarosa y disolverla en 100 mi de TAE al 1x utilizando 

calor, una vez disuelto, adicionar .4 µI de bromuro de etidio. 

2. Vaciar a la charola del gel y dejar gelificar. 

3. Llenar la cámara de electroforesis con solución amortiguadora TAE 1x y 

adicionar 4 µI de bromuro de etidio. 

4. Mezclar 10 µI de la muestra con 2 µI de solución amortiguadora para 

depósito (colorante) y depositarlos en el gel de agarosa para su migración. 

5. Migrar a 160 voltios durante 2 horas. 

6. observar el gel a través de un transiluminador UV y tomar la impresión 

fotográfica. 
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