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Resumen

Agave durangensis se distribuye de manera natural en el Sur de Durango y en el Norte de
Zacatecas, es un agave utilizado en la industria de elaboracion de mezcal, el cual cuenta
con una denominacién de origen, misma que le atribuye caracteristicas especificas que
vuelven atractiva a esta bebida para la industria y la captacion de divisas. Sin embargo,
existe controversia entre los taxénomos acerca de los tipos de agave que son colectados
para la elaboracion de la bebida que se obtiene a base de este agave, ya que los productores
eliminan el escapo floral de las plantas silvestres, en recorridos que realizan para
seleccionar las plantas que van a utilizar, impidiendo con esto la floraciéon y con ello la
observacion de caracteristicas necesarias para la identificacion taxonomica. En el presente
estudio se utilizaron los marcadores molecular ISTR e ITS (para la region ITS2) para
diferenciar tres grupos fenotipicos dentro de Agave durangensis. Los marcadores ISTR
usados en el presente estudio detectaron altos niveles de polimorfismo en las muestras
analizadas y permitieron separar las muestras de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas
especificas de cada uno de los grupos estudiados. Para el caso del marcador ITS, la
comparacion de las secuencias ITS2 de A. durangensis con las reportadas en GeneBank
(AMB84828.1; AM884829.1 y AM884836.1) presentaron altos porcentajes de identidad
con A. rhodacantha (99%), A. gentry (99%) y A. salmiana (90%). Estos resultados
corresponden a la semejanza fenotipica que comparte A. durangensis con estas especies.
Debido a que no se observaron diferencias nucleotidicas en la region ITS2 entre las
muestras de A. durangensis , se sugiere utilizar la region ITS completa ya que su poder de

discriminacién entre los fenotipos fue limitado.



I. Introduccion

Agave durangensis se distribuye de manera natural en el Sur de Durango y en el Norte de
Zacatecas, es un agave utilizado en la industria de elaboracion de mezcal, el cual cuenta
con una denominacién de origen, misma que le atribuye caracteristicas especificas que
vuelven atractiva a esta bebida para la industria y la captacion de divisas. Sin embargo, esta
denominacion de origen y la instalacion de destilerias dentro de Durango han ocasionado
una sobre explotacion del recurso, dado que la principal fuente de materia son las
poblaciones naturales de este agave. Esa sobreexplotacion ha repercutido en la reduccion de

las poblaciones y la pérdida de la variabilidad natural de esta especie.

Por otra parte, existe controversia entre los taxénomos acerca de los tipos de agave que son
colectados para la elaboracion de la bebida, ya que los productores eliminan el escapo floral
de las plantas silvestres, en recorridos que realizan para seleccionar las plantas que van a
utilizar, impidiendo con esto la floracion y con ello la observacion de caracteristicas
necesarias para la identificacion taxondmica. Es por ello que no existe un conocimiento
preciso de separacion en sub-especies e incluso especies diferentes que posiblemente estan
presentes dentro de este complejo grupo de agaves. La clasificacion taxondmica de Agave
durangensis que realizd Gentry (1982), se basé en un individuo colectado en una poblacién
de La Sierra del Registro en el estado de Durango, la cual es la localidad tipo. Este hecho
pudo haber influenciado la problematica de clasificacion para la especie, ya que el mismo

Gentry hace referencia a la variacion de fenotipos que observo dentro de esa poblacion.

Las aportaciones que se han realizado para ampliar el conocimiento de esta especie de
agave por medio de estudios morfoldgicos, moleculares y fitoquimicos han proporcionado
evidencias para considerar que Agave durangensis no es una entidad taxondmica
individual, si no; un complejo de especies. El establecimiento de los limites especificos de
A. durangensis permitiria ampliar el panorama de su clasificacion, ademds de poder asociar

los genotipos més adecuados para estandarizar el proceso de la elaboracion del mezcal.

En el caso de A. durangensis, la mencionada combinacion de técnicas ha sugerido la

existencia de tres grupos principales que se diferencian a partir de caracteres tanto
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morfologicos como quimicos y moleculares. Sin embargo, hasta la fecha, no se cuenta con
datos que permitan delimitar esos tres grupos a nivel de especie, subespecie o un grupo
taxondmico definido. En la biisqueda de soluciones en la definicion de fronteras claras para
la separacion de los individuos con caracteristicas particulares dentro de este grupo de
agaves, en el presente trabajo se proponen los marcadores ISTR (de sus siglas en inglés,
Inverse Sequence Tagged Repeat) y los ITS2 (de sus siglas en inglés, Internal Transcribed

Spacer2) cuyas caracteristicas pueden ser aplicadas para tal fin.

Los marcadores ISTR han demostrado su eficiencia para la separacion de especies
pertenecientes al género Agave; ademas, son marcadores que utilizan iniciadores
universales, pueden amplificar un nimero alto de loci y son una herramienta facil de

reproducir, asi como su accesibilidad en costo comparados con otros marcadores.

Las regiones ITS2 han sido de gran ayuda en la identificacion de otras especies a nivel de
género en diferentes estudios realizados con plantas. Dentro de los géneros estudiados se
encuentra también el género Agave. En este trabajo, se utilizd el marcador ISTR para
caracterizar los diferentes grupos de individuos dentro de A. durangensis y se analizd la
region ITS2 de individuos de A. durangensis para generar datos moleculares que

contribuyan a esclarecer el estatus taxonémico de esta especie.



Objetivo general
Definir un perfil molecular con ISTR para tres grupos diferenciados fenotipicamente dentro
de Agave durangensis y determinar diferencias especificas en los grupos, basadas en la

region ITS2.

Objetivos especificos
e Determinar patrones de amplificacion con ISTR especificos asociados a grupos
fenotipicos dentro de Agave durangensis.
e Precisar el nivel de diferenciacion entre los grupos detectados, comparando

secuencias de la region ITS2.



Hipoatesis
La utilizacion del marcador molecular ISTR asocia grupos fenotipicos a un genotipo dentro
del complejo A. durangensis y estos grupos pueden ser comprobados por medio del analisis

de la secuencia ITS2.



II. Revision de Literatura

2.1 La familia de los agaves

La familia Asparagaceae (Rodriguez-Arévalo, et al., 20016). La familia es endémica de
América y su distribucion geografica abarca desde el sur de Canada hasta el norte de
Sudamérica. Esta familia alcanza los maximos niveles de riqueza y diversidad en México,
por lo que este pais se considera su centro de origen. La delimitacion de esta familia ha sido
tema de debate desde su creacion por Endlicher en 1841, mencionado por Singh (2010); por
un lado con respecto al nimero de géneros incluidos en ella, que han variado desde seis
(Yuca, Agave, Furcraea, Littaea, Manfreda y Polianthes) hasta 19 citados por Hutchinson
(1934); y por otro, con respecto a la ubicacion de los géneros, los de ovario infero en la
familia Amaryllidaceae, y los de ovario supero en la familia Liliaceae. La sub familia
Agavoideae incluye, de acuerdo a Garcia-Mendoza y Galvan (1995), seis géneros, de
ovario infero: Agave, Beschorneria, Furcraea, Manfreda, Polianthes y Prochnyanthes,
pero de acuerdo con Rocha et al. (2006), ademas de los anteriores, también se incluye al

género Hesperoyucca.

En la sistematica moderna, se han tomado en cuenta marcadores tanto morfoldgicos como
moleculares que han permitido definir el origen monofilético o parafilético de las especies.
En el caso de los agaves, a partir del sistema de clasificacion del
Angiosperm Phylogeny Group o grupo para la filogenia de las angiospermas (APG III,
2009), los agaves se consideran como parte de la familia Asparagaceae, debido a que
recientes estudios moleculares asociaron a la planta no xerofitica (Schoenolirion spp) como
hermana de Hesperaloe spp. las cuales tienen caracteristicas morfologicas comunes con el
género Agave. Esto se considerd como evidencia de que Agavaceae es un grupo parafilético
(Eguiarte et al., 2013) con caracteristicas comunes a la familia Asparagaceae. Actualmente,
esta familia comprende las subfamilias Agavoideae, Aphyllanthoideae, Asparagoideae,

Brodiaeoideae, Lomandroideae, Nolinoiydea y Scilloideae.

Good-Avila et al. (2006), reconoce un total de 206 especies dentro del género Agave; sin

embargo, Rocha et al. (2006) incluye 300 especies para la familia, de las cuales, en México
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se encuentran 217 (258 taxa, tomando en cuenta las categorias infraespecificas, Garcia-

Mendoza y Galvén, 1995).
2.1.2 Importancia del género Agave en México

Los agaves son plantas endémicas de América de distribucion tropical y subtropical,
presentes en zonas de clima arido, siendo México con sus caracteristicas edaficas y
climéticas el que mayor numero de especies registra de forma endémica. El agave conforma
un tipo de vegetacion que caracteriza a la region de origen a la que pertenece. En México,
se ha aprovechado tradicionalmente este recurso natural utilizando diferentes partes de las
plantas: con las fibras obtenidas de las hojas es posible realizar la fabricacion de cuerdas. El
tallo o pifa es rico en azucares, sirve para preparar miel y edulcorantes substitutos de
azlcar o para la alimentacion del hombre o animales, la savia se utiliza para preparar
bebidas como el Aguamiel y Pulque y los tallos también sirven para la elaboracion de
Mezcal o Tequila. Ademas, son plantas importantes para la proteccion del suelo deteniendo

su erosion (Verduzco-Martinez, et al. 2008).

De las diferentes especies de este género que crecen en México por su importancia actual
en la produccion de bebidas alcohdlicas destaca Agave tequilana; sin embargo, hay
especies con el mismo potencial que pueden ser utilizadas en la industria de elaboracion de
bebidas alcohdlicas (Torres-Moran, 2009). Entre los estados que destacan en la produccion
de bebidas a base de azucares provenientes de plantas de agave, se encuentran Jalisco,

Sonora, Oaxaca, Guerrero y Durango.
2.2 Estudio de la variabilidad en agaves

En los ultimos afios las herramientas moleculares han sido de gran ayuda en resolver
problematicas de identificaciéon de especies con una amplia variacién fenotipica. En el
género Agave se han realizado diversos trabajos, como el de Chavez-Avila y Martinez-
Palacios (1996), quienes realizaron un analisis sobre las caracteristicas genéticas entre
poblaciones del complejo A. victoriae-reginae asociado a la calidad de semillas y un

analisis isoenzimatico, en el cual determinaron el nivel de variacion dentro de ese grupo y



de la reduccion de las poblaciones naturales. Demey et al. (2004) realizaron un estudio en
el que utilizaron marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e ISTR.
Estos autores evaluaron la capacidad de discriminacion de esos marcadores y la eficiencia
en el andlisis genético del henequén (Agave fourcroydes). Los resultados obtenidos
indicaron que el marcador ISTR detectd6 mayor cantidad de polimorfismo que el marcador

AFLP, teniendo una mejor capacidad para la cuantificacion de la diversidad genética.

Flores et al. (2010) realizaron estudios morfologicos y cariologicos en A. karwinskii y A.
macronata a partir de los cuales determinaron que las descripciones morfoldgicas coinciden
con las hechas por Gentry (1982) y Rivera (1983); sin embargo, en el apartado de
citogenética para A. karwinskii difieren en el caracter diploide de 2n = 40 para el municipio

en donde se llevo a cabo el estudio.

Las experiencias reportadas en este género con otros marcadores han puesto en evidencia la
utilidad de su uso, tanto en el estudio de variabilidad, como diversidad genética y
caracterizacion. Los marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) fueron utilizados en
un estudio de variabilidad y relaciones genéticas entre A. cocui, A. angustifolia y A.
tequilana (Davila et al., 2007) en donde se report6 la cercania genética entre A. angustifolia
y A. tequilana. En henequén cultivado, fue determinada la similitud entre planta madre e
hijuelos producidos en campo a través de los marcadores ISTR (Infante et al., 2003). En
otro estudio realizado por Demey et al. (2004) se comparé la capacidad discriminatoria de
ambos marcadores y los autores llegaron a la conclusiéon de que los marcadores ISTR
producian patrones de diferenciacion mas precisos que con AFLP. Por otra parte, se ha
reportado también el marcador ISTR como un marcador capaz de detectar diferencias
interespecificas en el género agave, lo cual le confiere capacidad de detectar diferencias

taxondmicas (Torres-Moran et al., 2008).

2.2.1 Antecedentes de variabilidad morfolégica y molecular en Agave

durangensis

En el Estado de Durango a Agave durangensis se le conoce como agave cenizo. Para la

elaboracion de mezcal con este agave, se usan directamente las poblaciones silvestres sin el
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reemplazo en su ambiente natural, reduciendo asi el nimero de ejemplares de esta especie.
La descripcion se basa en el trabajo de Gentry (1982) de un ejemplar colectado en una
localidad de la Sierra del Registro, cerca de la Ciudad de Durango a unos 20 Km al SE
aproximadamente, esta zona como la localidad tipo de Agave durangensis. Gentry (1982)
menciona que los ejemplares de esta especie alcanzan de 80 a 120 cm de altura, de color
glauco (por eso conocido como agave cenizo), con hojas de 40 a 90 x 14 a 22 cm. Anchas
en la parte media y estrechas en la parte baja, lanceoladas y rugosas en su parte ancha a
concavas hacia la parte del apice de la hoja, asperas, pruinosa, los margenes de las hojas
estan rodeados de profundas hendiduras, con dientes, anchos y planos, prominentes, de uno
a dos cm de longitud. La espina principal es grande de cuatro a seis cm de longitud de color
gris pardo. Su inflorescencia en paniculas de siete a ocho metros de alto, con 18 a 30
racimos dispuestos en forma alterna, flores en pequefias umbelas, de 60 a 80 cm de largo,
erectas, amarillas con ovarios de 30 a 40 mm incluyendo un cuello estrecho de tubo
cilindrico de 15 a 22 mm de longitud, ancho y carnoso, ligeramente cavernoso, tépalos no
uniformes, estrechamente unidos a los filamentos, rectos en la parte posterior y enrollados
en el interior, con el dpice conspicuo y papilado, casi corneo rojizo, el tépalo interior mas
pequefio. Por esta caracteristica, Gentry (1982) lo ubico dentro del grupo Ditapalae, e hizo
mencion de que no cuenta con mas caracteristicas similares a otros miembros que
pertenecen a este grupo (Godoy-Diaz et al., 2015). En su publicacion, el mismo Gentry hizo
referencia a la variacion fenotipica y la cantidad de fenotipos que se pueden encontrar

dentro de ésta especie.

Agave durangensis es muy variable en tamafio, color de la hoja, tamafio y forma de las
espinas. Esta variabilidad podria ser explicada por un sistema de reproduccion
fundamentalmente sexual en el que la hibridacion interespecifica juega un papel importante
por la interaccion que sucede con la cantidad de fenotipos que se aprecian dentro de este
agave. La diversidad fenotipica que se encuentra en las poblaciones naturales, dificulta su
clasificacion y por consecuencia, su delimitacion especifica o la separacion de grupos

definidos dentro del taxon (Torres-Moran, 2009).

La variabilidad genética encontrada a partir de marcadores moleculares dentro de esta

especie fue reportada previamente por Torres-Moran (2009), Almaraz-Abarca et al. (2009)
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y Almaraz-Abarca et al. (2013), quienes usando ISTR y perfiles fendlicos, concluyeron
que este taxa se encuentra en un proceso avanzado de especiacion. Ambos tipos de

marcadores detectaron la presencia de tres grupos dentro de las poblaciones que analizaron.
2.3 Agave durangensis y su importancia en la industria del Mezcal

El agave se ha aprovechado de manera empirica en el estado de Durango para producir
mezcal, bebida alcoholica que en la actualidad cuenta ya con denominacién de origen y
que se pretende que alcance los niveles de calidad y produccién similares a los del tequila
en Jalisco. Su aprovechamiento representa una fuente de recursos econdémicos importante
para los habitantes de las comunidades rurales que, en general, viven en condiciones

sociales marginales (Olivas et al., 2007).

En los ultimos afios se ha aprovechado la planta de manera irracional por productores
locales y de otras entidades, lo que ha provocado el deterioro del recurso y puesto en riesgo
su sustentabilidad. De acuerdo con Valenzuela-Ruiz et al. (2003), la reproduccion y
establecimiento en forma natural del agave mezcalero en las zonas productoras de Durango
no es suficiente para abastecer el volumen de mezcal que demanda el mercado estatal,
nacional y recientemente internacional lo que pone en riesgo la continuidad del

aprovechamiento y la conservacion de la especie (Olivas et al., 2007).

La elaboracion de mezcal en las destilerias del Estado de Durango sigue un proceso
tradicional que en la actualidad se busca industrializar. El impulso al desarrollo de esa
actividad por parte de los productores y el gobierno del Estado, se ha concretado con la
inauguracion, en 2008, de una planta destiladora en el municipio de Nombre de Dios que
cuenta con tanques de coccidon, tanques de fermentacion y sistemas de destilacion
modernos, con los que se puede tener un mejor control de la calidad del producto y, con
esto aumentar la produccion de esta bebida. Al mismo tiempo, la concientizacion de los
productores para conservar las poblaciones naturales de agave y establecer plantaciones ha
ido en aumento; sin embargo, uno de los principales problemas para el manejo agrondémico
sustentable del recurso natural es la falta de informacion taxondmica y genética disponible.

Uno de los puntos medulares que dimensiona la importancia de la conservacion de A.
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durangensis, es la necesidad de ubicar las regiones naturales de crecimiento y la
elaboracién de propuestas sobre un darea de proteccidon que permita evitar la erosion
genética que pueda sufrir este recurso. Por otra parte, la ubicacion de estas areas de
crecimiento natural, documentaria la informacion que se requiere para la operacion de la
denominaciéon de origen, que se encuentra definida como el nombre de una regién
geografica del pais que sirve para designar el producto originario de la misma, y cuya
calidad y caracteristicas se deben exclusivamente al medio natural y humano (IMPI, 1991,

Torres-Moran, 2009)

24 Marcadores ISTR 'y \Variabilidad genética asociada a

retrotransposones

Los marcadores ISTR se han utilizado para estudios de diversidad y variabilidad genética
en algunas especies de cactus (Montalvo et al., 2010), maiz (Torres-Moran et al, 2012) y
frijol (Castellanos-Hernandez et al., 2017). Son marcadores basados en PCR, que pueden
ser aplicados a genomas de animales, plantas y microorganismos. Se basan en el
polimorfismo generado por los procesos de transposicion de retrotransposones. Fueron
reportados por primera vez por Rohde (1996) quien los presentdé como marcadores
universales Utiles en los estudios de variabilidad genética. Los marcadores ISTR son una
buena opcidn y presentan ventajas con respecto a otros marcadores moleculares aleatorios,
ya que son mas accesibles en precio, son reproducibles y relativamente faciles de detectar,
esto debido al cardcter universal de sus iniciadores y el alto nivel de polimorfismo que

detectan (Venturi, 2006; Vargas, 2009; Torres-Moran, 2009).

En el caso de agaves, los ISTR han presentado ventajas con respecto a otros marcadores,
debido a que detectan mas altos porcentajes de polimorfismo (Demey et al., 2004; Torres-
Moran et al., 2012) y han permitido discriminar entre la variacion existente debido a

condiciones ambientales durante la micropropagacion (Torres-Moran et al., 2010).
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2.5 Relacion entre marcadores moleculares y taxonomia

La clasificacion taxondmica de organismos involucraba basicamente el andlisis de sus
caracteristicas morfoldgicas. Sin embargo, los taxénomos tenian serios problemas al tratar
de ubicar adecuadamente a individuos que perteneciendo a la misma especie, subespecie,
variedad o linea, presentaban diferente fenotipo (Quijada, 1996). Sin embargo, en la Gltima
década se ha incluido como criterio para la clasificacion, a los datos moleculares. Asi
mismo, el desarrollo a pasos acrecentados de la tecnologia en el procesamiento de datos
con el desarrollo de las computadoras y software capaces de procesar la informaciéon de una
manera mas eficiente y rapida ayudo6 a la inclusion de estos criterios en la clasificacion
desde 1998 con lo que se llamé APG 1 (Angiosperm Phylogeny Group), que contribuy6 a la

reubicacion en un sistema de varios grupos de plantas.

Anteriormente Hillis y Davies (1988) hicieron referencia a no considerar a la sistematica
molecular como la panacea; sin embargo, ésta permite abordar problemas que se habian
considerado intratables por los sistemdticos tradicionales. Desde la aparicion del APG 1y
posterior de APG II en el 2003 se ha recabado informacion molecular sobre las relaciones
entre las plantas y para el caso de los agaves, €stos se reposicionaron como parte de la

familia Asparagaceae como se menciono anteriormente.

Existe actualmente, metodologias especificas que permiten obtener informacion a nivel
molecular, que han sido tomadas en cuenta para la clasificacion de los organismos. El
término codigo de barras de DNA para la identificacion de especies, fue dado por Hebert et
al (2003) y consiste en un sistema de identificacion microgendmico, que permite la
discriminacion de especies a través del andlisis de un segmento pequefio de DNA, que

representa una aproximacion al diagnoéstico de la diversidad biologica.

Para el caso de animales mamiferos, se ha utilizado una regiéon del gen mitocondrial
citocromo ¢ oxidasa subunidad I (COI), de aproximadamente 648 pares de bases (pb); sin
embargo, en plantas el gen COI no es utilizable como cddigo de barras de ADN, debido a
que la tasa de sustitucion en la region COI es muy baja, a diferencia de animales, lo cual, se

traduce en la ausencia de variacion a nivel de la secuencia entre especies del mismo género.
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Ademas los marcadores uniparentales pueden no reflejar la complejidad que existe en la
naturaleza (Hoyos et al., 2012). Debido a esto las regiones utilizadas en plantas se han
enfocado al genoma del cloroplasto y el nucleo. En el afio 2009, un grupo de trabajo del
CBOL (de sus siglas en inglés, Consortium for the Barcode of Life) recomendd el uso de
los genes cloroplasticos matK, que codifica para una enzima llamada madurasa, y rbcL, que
codifica para la subunidad grande de la enzima RuBisCo (Ribulosa-1,5-Bisfosfato
Carboxilasa/oxigenasa), como codigo de barras, ambas regiones son menores de 800 pb y
han sido ampliamente utilizadas en estudios de filogenia por lo cual tienen una importante
representacion en las bases de referencia. No obstante, en aquellas especies cercanas en
donde no se presenta una variacion suficiente en estos genes, se ha propuesto la utilizacion
de otros marcadores como son la region transgénica psbA-trnH, el intron trnL y la region
nuclear ITS (Hollingsworth et al., 2009). En todos los casos, el codigo de barras ha venido
a complementar los trabajos morfologicos, siendo muy importantes en la verificacion de
especies (Armenise et al., 2012). Por lo anterior, puede mencionarse que la metodologia
que permite abordar las cuestiones de clasificacion taxonomica, esta basada principalmente
en genes y espaciadores intergénicos de cloroplasto. Las secuencias de DNA del
cloroplasto son una fuente primaria de datos para estudios de sistematica molecular de
plantas y juegan un papel clave que ha proporcionado informacion como iniciadores
universales de regiones tanto codificantes como no codificantes que han dominado dentro
de la sistematica molecular de plantas. La eleccién de una region de DNA de cloroplasto
apropiada para la investigacion filogenética es dificil, debido a la escasez de informacion
sobre el tiempo de las tasas evolutivas entre las diferentes regiones no codificantes en el

DNA cloroplasto (Shaw et al., 2005).

Un antecedente de la aplicacion de estos marcadores en el estudio de variabilidad genética
y diferenciacion poblacional en agaves fue el realizado por Parra (2015) con regiones del
cloroplasto en Agave kerchovei. El estudio fue realizado en los Estados de Puebla y
Oaxaca, se basd en las regiones no codificantes del cloroplasto (trnL-trnF, petA-psb] y
rpl32-trnL). Los resultados aportaron informacion de 10 haplotipos con un total de 16 sitios
de DNA variables, con una diversidad haplotipica y una diferenciacion genética altas.

Como experiencia previa en la clasificacion molecular de agaves, Torres-Morédn et al.
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(2008), reportaron el marcador ISTR como capaz de discriminar entre especies del mismo

genero.

2.5.1 Gen matK

El gen MatK codifica para una enzima llamada madurasa, que contribuye a la
conformaciéon y maduracion de un ARN de transferencia. Dunning y Savolainen (2010)
realizaron un estudio para disefar iniciadores universales de la region matK para
monocotiledoneas y dicotiledoneas, con base en los resultados obtenidos en su estudio,
propusieron 26 primers que permiten la amplificacion de manera facil y exitosa de este
marcador, que posteriormente se volveria una herramienta valiosa para los taxonomos

moleculares.

2.5.2 Gen rbcL

El gen rbcL participa en el proceso de fotosintesis y fijacion de carbono, posiblemente sea
uno de los genes més conocidos bioquimica y molecularmente. La regioén rbcL ofrece una
alta universalidad, es facil de amplificar en diversos genomas de plantas terrestres que va
por arriba del 90%, y posee baja tasa evolutiva, proponiéndola como 1til para discriminar a

nivel de familia o género (Hollingsworth et al., 2009).

2.5.3 Espaciador intergénico trnH-psbA

Esta region se encuentra entre los genes trnH-psbA, y es una de las regiones no codificantes
del cloroplasto con mas variacion. En estudios realizados por Kress y Erickson (2007),
demostr6 valores arriba del 60% al 93% de discriminacion en angiospermas. Dentro del
estudio se hace mencion de las limitaciones de esta region, una de ellas es obtener
secuencias en ambos sentidos de la cadena DNA de la regién que comprende este

espaciador para el proceso de secuenciacion.
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2.5.4 Espaciador intergénico psbK-psbL

Esta region se encuentra ubicada entre los genes psbK-psbL. Es una region que proporciona
porcentajes de discriminacién en angiospermas del 77%, sin embargo para gimnospermas
los porcentajes de amplificacion estdn por debajo del 40%. Su universalidad en

gimnospermas es baja (Jazen, 2009).
2.6 Las regiones ITS y su implicacion en la sistematica molecular

El DNA ribosomal nuclear (rDNA) es una secuencia de DNA que codifica para los RNAr
18S-5.8S-288S, los cuales se encuentra organizado en tandem, separadas por espaciadores
intergénicos no codificantes, conocidos como ITS1 y 2; de 750 y 450 pares de bases (pb),
respectivamente (White et al., 1990 y Song et al., 2012). Las regiones ITS son a menudo
diferentes entre especies estrechamente relacionadas y son consideradas secuencias que

contienen alta divergencia entre si (Bauer et al., 2009).

Las regiones ITS se han convertido en un locus nuclear importante para la investigacion
sistematica molecular de las angiospermas en los planos intergénicos e interespecificos. Se
han generado iniciadores universales a partir de regiones conservadas de los genes
ribosomales conservados que permiten amplificar la totalidad de su region espaciadora. Los
primeros reportes sobre la region ITS para la delimitacion taxondémica de especies fueron
generados en hongos y algas, y mediante estos estudios se hace hincapié en la necesidad de
obtener un iniciador especifico que permita amplificar las regiones ITS en angiospermas

(Jobes y Thien, 1997).

Los ITS (Figura 1) son las regiones no pertenecientes al cloroplasto mas populares para
estudios filogenéticos de especies a nivel de grupos en plantas, ya que pueden producir
resultados interesantes en los estudios filogenéticos a nivel de especies o cuando se
requieran marcadores nucleares universales (Nieto-Feliner y Rossello, 2007). Estas
regiones nucleares han sido utilizadas en estudios enfocados a sistematica molecular de
plantas a nivel de especie, también en estudios de filogenia, y algunos autores las proponen

como secuencias que deberian de ser incorporadas al grupo de secuencias utilizada para el
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codigo de barras genético de DNA para la identificacién de angiospermas (Li et al., 2011;
Salazar et al., 2009; Chacon et al., 2006, Levin et al., 2005). En estudios realizados por
Hollingsworth et al. (2011) se informd sobre el potencial que tiene esta region para
discriminar entre especies; sin embargo, la eficiencia de amplificacion de esta region es
mas baja que la de algunas regiones del cloroplasto. Es una region ampliamente usada en
estudios de especies como orquideas, pastos, maiz, hongos (White et al., 1990; Cassio et

al., 2009; Wang et al., 2011; Song et al., 2012; y Fernandez-Mazuecos et al., 2013).

185 rDNA ITS 1 ITS?2 28S rDNA ‘|

Figura 1. Espaciadores internos transcritos ITS 1 y 2 ubicados entre las unidades 18S, 5.8S
y 28S de rDNA nuclear (White et al., 1990).

Dentro de la familia Asparagaceae se han reportado estudios con las regiones ITS
combinadas con regiones de cloroplasto. Quiza el mas importante sea el trabajo realizado
por Bogler et al. (2006) quienes utilizaron tanto las secuencias de los genes ribulosa-
bisphosphato carboxylasa (rbcL) y NADH deshidrogenasa F (ndhF) como ITS2 para
definir la filogenia de la entonces familia Agavaceae. En este estudio, se incluyeron tanto
especies del género Agave como otras especies de familias consideradas cercanas, como
Amarilidaceae, Asparagaceae en sentido estricto y Xanthorroaceae. Los autores
concluyeron que es mas 1util considerar dos o las tres regiones para determinar divisiones
taxonomicas dentro del orden Asparagales que utilizando cada secuencia por separado.
Posteriormente, Yao et al. (2010) propusieron a la regiéon ITS2 como una alternativa para

generar codigo de barras universal, tanto en plantas como en animales.

Los datos obtenidos de las secuencias tanto de cloroplasto como de las regiones nucleares,
usualmente son analizados por métodos multivariados y por andlisis Bayesiano, que
permiten realizar inferencias estadisticas basadas en la probabilidad de pertenencia de los
individuos a un grupo (Ronquist, et al., 2005), y también es posible el andlisis de
parsimonia, basado en establecer relaciones entre diferentes unidades de estudio, ya sea

biogeograficas compartidas por taxones que se encuentren dentro del estudio (Takhtajan,
16



1997). Con las regiones antes mencionadas se ha proporcionado informaciéon que ha
permitido realizar una clasificacion de las sub familias, la identificacion de nuevas especies

y sub especies dentro de la familia Asparagaceae (Kim et al., 2010; Graham, et al., 2006 y

Pires, et al., 2006).
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3. Materiales y métodos

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Marcadores Moleculares del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de
Guadalajara en colaboracion con el Centro Interdisciplinario de Investigacion para el

Desarrollo Integral Regional, Unidad Durango (CIIDIR) del Instituto Politécnico Nacional.
3.1 Caracterizacion morfoldgica

Se realizd6 una caracterizacion morfoldgica en 95 individuos de A. durangensis en la
localidad tipo de la Sierra del Registro, Municipio de Nombre de Dios. Los individuos
incluidos en esta caracterizacion fueron independientes de los muestreados para la
caracterizacion molecular, pero estuvieron dentro de la poblacion “tipo”. El objetivo de esta
caracterizacion fue seleccionar los individuos pertenecientes a cada grupo para ser

utilizados en el estudio molecular.
Las variables que se tomaron en cuenta para esta caracterizacion fueron:

e Altura de planta (AP).

e Dosel medido (DOSEL)

e Altura del tallo (ATALLO)

e Largo de la hoja (LH)

e Ancho de la hoja en la parte media (HMED)
e Ancho de la hoja en la base (HBASE)

e Largo de la espina principal (LESP)

e Numero de espinas en diez centimetros (NESP10)

Todas las variables fueron medidas en centimetros. Con ellas se elaboré una matriz de
datos y como medida de similitud entre plantas se realiz6 un andlisis de correlacion

multiple, basado en la féormula:
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rj = (Zkai ij)/(zkxkiz Zkajz)l/z

Donde:

e i, jcorresponden a las plantasiy j

e Kk corresponde a la variable k-ésima

Los valores de r;; se calcularon después de estandarizar las variables a media cero y
varianza 1. Con los valores estandarizados de 7j; se llevo a cabo un analisis de

agrupamiento con el método Promedio de Grupo UPGMA (de sus singlas en inglés,
Unweighted Paired Group Method Using Aritmetic Averages) con el programa NTSYS
2.21 (Rohlf, 2009).

3.2 Caracterizacion molecular

El material vegetal utilizado para el estudio con marcadores moleculares fue colectado en
tres localidades del Estado de Durango, México (Figura 2) para lo cual se seleccionaron
muestras de 57 individuos, es decir, 19 de cada grupo fenotipico detectado en un analisis
morfoldgico previo (Torres-Moran 2009). La nomenclatura de los agaves indica su lugar de
procedencia, siendo los Ag con nimero menor de 80, provenientes de la Sierra del Registro
Municipio de Durango; los Ag con nimeros de 200- 262 del Municipio de Nombre de Dios
y los Ag con numeros entre 500 y 533 del Municipio de Mezquital. Las muestras
consistieron en tejido foliar del cual posteriormente fue aislado el DNA por el método

reportado por Keb-Llanes et al. (2002).

Se verificaron la concentracion y la integridad del DNA por espectrofotometria y
electroforesis en geles de agarosa al 1% respectivamente, segiin protocolos (Sambrook et
al., 1989). Se realizaron diluciones de trabajo a concentracion de 25 ng uL™ para la

amplificacion del marcador ISTR y concentraciones de 2.5 ng uL™" para la region ITS2.
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1. Durango
2. Nombre de Dios
3. Mezquital

Figura 2. Ubicacion de los municipios de muestreo para A. durangensis. 1. Durango, 2.
Nombre de Dios y 3. Mezquital.

3.2.1 ISTR

Para el marcador ISTR se utilizaron cinco combinaciones de iniciadores (F10/B1, F10/B6,
F4/B71, F51B71 y F51/B101), tomadas de Rohde (1996) cuya secuencia se reporta en el
Cuadro 1.

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores ISTR utilizados en PCR
Iniciador Forward

F10/ F5’-TAAGCAAGCATCTCGGAG-3’
F4/ F5’-TCCTACCACACCGTATGAG-3’
F51/ F5’-ATATATGGACTTAAGCAAGC-3'
Reverse
B1 R5’-ATCAGGAAGGTCTGTAAAGC-3°
B6 R5’-GGTTCCACTTGGTCCTTAG-3’
B71 R5’-GGAATATCATTCCCAATAAG-3’
B101 R5’-GACCCTTTTGAAAACACATG-3’
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Condiciones de amplificacion

Para la amplificacion del marcador ISTR se utilizé una reaccion en un volumen final de

20ul con la siguiente composicion de reactivos: amortiguador PCR 1X, 2.5 mM de Cloruro

de Magnesio (MgClz), 0.5uM de cada iniciador, 0.2 mM de dNTPS, 1.25 U de Taq.

Polimerasa de la marca Promega® y 2.5 ng de DNA. la reaccion de PCR, se llevd a cabo en
un termociclador Techne® flexigene. El programa de amplificacion se describe en el

Cuadro 2.

Cuadro 2. Programa para amplificacion por PCR de los iniciadores ISTR

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 3 1
95°C 0.30
45°C 1 40
72°C 2
72°C 10 1

4°C 5 0

Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis vertical en geles de
bisacrilamida (acrilamida y bisacrilamida) al 6%, y para su visualizacion se realizd una

tincion con sales de plata de acuerdo protocolo reportado por Sanguinetti et al. (1994).
3.3 Analisis de correspondencia entre datos morfoldgicos y moleculares

Se realiz6 una prueba de Mantel que consiste en un analisis de correlacion lineal entre dos
matrices de proximidad, para este caso, se compard la matriz de similitud de Jaccard
obtenida con los datos moleculares de ISTR y la matriz de correlacion de variables con
marcadores morfoldgicos. La significancia estadistica de esta asociacion se mide por un
procedimiento de asociacion al azar en la que el orden de los elementos en una de estas
matrices son permutados (Manly, 1997).
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3.4 Validacion de los grupos fenotipicos por ITS2

Para verificar que los grupos fenotipicos corresponden a una diferente categoria genética
(sub-especie o diferente categoria taxonomica), se amplifico la region nuclear ITS2
utilizando seis individuos de Agave durangensis (dos de cada grupo detectado al inicio del
trabajo) y como grupo de comparacion se utilizé una muestra de A. fequilana y una de A.

americand.

Para la amplificacion se utilizaron los iniciadores universales ITS 3 y 4 descritos en el
Cuadro 3 (White, et al., 1990). La reaccion de PCR, se llevé a cabo en un volumen de 20
pL utilizando un termociclador Techne® flexigene. Por reaccion se utilizaron los siguientes
reactivos: Amortiguador PCR 1X, 2.5 mM de Cloruro de Magnesio (MgClz), 0.5uM de
cada iniciador, 0.2 mM de dNTPS, 1.25 U de Taq. Polimerasa de la marca Promega® y 2.5
ng de DNA. Para la amplificacion de la zona conocida como ITS2 ubicada entre los genes

5.8sy 28S el programa de amplificacion se describe en el Cuadro 4.

Cuadro 3. Secuencias de los iniciadores utilizados para amplificar la region ITS2.

Iniciador Secuencia
ITS3 F 5>-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’
ITS4 R 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

F= Forward y R= Reverse.

Cuadro 4. Programa para amplificacion por PCR la region ITS2.

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 3 1
94°C 1
35
55°C 1
72°C 1
72°C 10 72
4°C 5 o0
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3.4.1 Clonacién para secuenciacién

La seleccion de los individuos para el proceso de clonacion se realizd6 con base en la
agrupacion obtenida por el marcador molecular ISTR, las 6 muestras seleccionadas se
sometieron a un nuevo analisis de similitud (Figura 9) para verificar la formacion de los

tres grupos que se separan utilizando diferentes marcadores genéticos.

La region ITS2 amplificada por PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1.5%
posteriormente, los fragmentos fueron recuperados del gel y purificados por medio del kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®). Posteriormente fueron clonados
en el vector pGEM®-T Easy (Promega®), utilizando células quimiocompetentes de
Escherichia coli (JM109), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las células fueron
transformadas fueron seleccionadas en medio LB con ampicilina (100 pg/ upl), IPTG (0.1
M) y X-Gal (50 mg/mL). Para verificar la insercion del fragmento, se realizO una
extraccion de DNA plasmidico utilizando el kit PureYield™ Plasmid Miniprep System
(Promega®) y nuevamente se realizd una amplificacion utilizando los iniciadores ITS3 y 4
y/o una digestion utilizando la enzima EcoRI. Los pldsmidos extraidos que resultaron
positivos fueron enviados a secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto

de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.
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4.1 Caracterizacion molecular

IV. Resultados y discusion

Como resultado de la caracterizacion morfoldgica inicial se obtuvo en el andlisis de

agrupamiento, un dendrograma que asocio a los individuos muestreados en los tres grupos

sefialados en la Figura 3, lo cual comprueba lo anteriormente reportado por Torres-Moran

(2009) y Almaraz-Abarca et al., 2009 y 2011.

[
0.98

I
0.98

I
0.99

I
0.99

Coeficiente de correlacién
Figura 3. Dendrograma obtenido a partir de la matriz de correlacion de datos morfoldgicos
para 95 individuos de Agave durangensis colectados en la Sierra del Registro, Durango.

> Grupo A

> Grupo B

> Grupo C

24



Posteriormente se realizd una seleccion de 19 individuos de cada grupo A, B y C
identificados en el andlisis de agrupamientos con datos morfoldgicos (Figura 4) para poder

llevar a cabo la prueba de Mantel.

T
098 098 099 099 1.00
Coeficiente de correlacion

Figura 4. Analisis de agrupamiento de datos morfoldgicos de 57 individuos de Agave
durangensis por el método UPGMA.
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Dicha seleccion fue necesaria para posteriormente comparar con la matriz generada por los
marcadores ISTR, ya que es necesario que las matrices que se comparan, tengan el mismo

tamano.

4.2 Caracterizacion molecular

Los iniciadores utilizados produjeron patrones de bandeo especificos para cada

combinacion. En la Figura 5 se muestra el patron generado por la combinacion F10/B1.

Patron de bandeo con
bajo nivel de
polimorfismo

Patrén de bandeo con
alto mvel de
polimorfismo

<«

Grupo I Grupo I1 Grupo II

Figura 5. Patron de amplificacion en gel de poliacrilamida para ISTR con la combinacion
de iniciadores F10/B1 en individuos de Agave durangensis (M= marcador de peso
molecular de 1kb).

Se llevo a cabo la determinacion de loci polimérficos, tomando en cuenta el criterio
reportado por Sosa (2003), cuando la frecuencia del alelo es igual o menor que 0.99, esto
quiere decir que las bandas fueron consideradas polimoérficas cuando éstas se encontraban
presente en mas del 1% o en menos de 99% de las muestras analizadas. El polimorfismo

detectado para cada combinacion de iniciadores se reporta en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Porcentaje de polimorfismo generado con cada combinacion de iniciadores para
el marcador ISTR para individuos de Agave durangensis.

Iniciadores Total de bandas Bandas Porcentaje de
por iniciador polimorficas polimorfismo
F10/B1 189 173 91.53
F10/B6 261 191 73.18
F4/B71 105 64 60.95
F51/B71 132 92 69.69
F51/B101 315 240 76.19
Total de bandas 1002 760 75.84

Los marcadores ISTR wusados en el presente estudio detectaron altos niveles de
polimorfismo en las muestras analizadas. Se tienen reportes de estos mismos marcadores en
plantas del mismo género con los cuales se ha detectado también una alta tasa de
polimorfismo. Tal es el caso del trabajo reportado en A. fequilana (Torres-Moran et al.,
2013) en el que se encontr6é un nivel de polimorfismo del 94%. En la misma especie, se

reportaron niveles del 100% de polimorfismo (Almaraz-Abarca et al., 2013).

El analisis de agrupamiento realizado con los datos moleculares, reveld la presencia de tres
grupos (Figura 7), que se separan a un nivel de 0.20 del coeficiente de Jaccard y que
presentan similitud hasta de 0.97 (Agaves Ag524 y Ag20). Este rango de similitud indica la

gran variabilidad detectada en estos agaves.

Los resultados obtenidos con el marcador ISTR confirman los tres grupos encontrados a
partir de caracteres morfologicos en el presente estudio, asi como en los reportados

previamente para esta misma especie.
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Figura 6. Dendrograma generado por el andlisis de agrupamiento con datos del marcador
molecular ISTR en 57 individuos de Agave durangensis. Se muestra la asociacion de cada
muestra a un grupo especifico. Azul grupo I, Rojo Grupo Il y Verde grupo III.

Los marcadores ISTR han demostraron tener €xito para detectar variabilidad genética
dentro y entre las poblaciones de A. durangensis. En la Figura 6 puede detectarse que el

primer grupo (Azul) estd formado principalmente por agaves que provienen de la localidad
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tipo de la Sierra del Registro (Ag con nomenclatura menor a 80); sin embargo también
pueden encontrarse agaves de esta misma localidad en los otros dos grupos, lo que
comprueba la diferencia de fenotipos presentes en cada sitio de muestreo. Esta misma
situacion es reportada en el estudio de perfiles fendlicos en flores de la misma especie
(Almaraz-Abarca et al. 2009 y Almaraz-Abarca et al. 2013). Los niveles de variabilidad
genética observados en estas poblaciones de A. durangensis, permiten sugerir la existencia

de tres estructuras genéticas definidas dentro de este taxon.
4.3 Analisis de correspondencia entre datos morfologicos y moleculares

En el caso del presente estudio la informacién obtenida con marcadores morfologicos,
coincide en la deteccion de tres grupos dentro de Agave durangensis, por lo que la
comparacion de las matrices, juega un papel importante en la validacion de esta
informacion. En el Cuadro 6, se muestra una correlacion positiva de 0.39 entre las matrices
comparadas. Este valor relativamente bajo, se debe probablemente a que los individuos con
los que se realiz6 la caracterizacion morfoldgica son diferentes a los que se utilizaron para
la caracterizacion molecular. Los individuos utilizados en cada caracterizacion no fueron
los mismos, debido a que en algunos casos los agaves fueron colectados por los productores
de mezcal de la zona; sin embargo, los resultados indican un suficiente nivel de correlacion

en estos individuos.

La grafica que se muestra en la Figura 7, permite comprobar visualmente la existencia de

una correlacion entre las distancias de las dos matrices.

Cuadro 6. Correlacion para la comparacion de las matrices de similitud y de correlacion
derivadas de marcadores morfoldgicos y marcadores moleculares ISTR respectivamente.
ISTR  Datos morfologicos
ISTR 1
Datos morfoldgicos 0.39977 1
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Figura 7. Comparacion entre la matriz de similitud y de correlacion derivadas de
marcadores morfoldgicos y marcadores moleculares ISTR respectivamente.

La concordancia entre marcadores morfologicos y marcadores moleculares ha sido
reportada en trabajos previos para especies del género Agave, las cuales han permitido
definir los niveles de variabilidad que pueden encontrarse en este tipo de plantas. Entre los
parametros que se incluyen para estos estudios, se tienen en comun medidas de altura y
didmetro de planta, tamafio de hojas (largo y ancho), asi como nimero de espinas. Esto ha
sido reportado previamente por Rodriguez-Garay et al. (2009) para A. tequilana y A.
angustifolia y por Avendaino-Arrazate et al. (2015) en A. cupreata. Asi mismo, Torres-
Moran et al. (2013) utilizaron parametros morfologicos para diferenciar A. tequilana de las
especies A. angustifolia, A. americana, A. salmiana, y A. maximiliana quienes a su vez,

utilizaron otro género de referencia en esta misma familia (Furcrea sp).

En todos estos reportes queda manifiesta la efectividad de los marcadores usados para
deteccion de variabilidad genética. Por otra parte, A. durangensis es un taxén monocarpico
que presenta un mecanismo de reproduccion principalmente por semillas generadas por
polinizacion cruzada, este puede ser uno de los factores que incrementa la variabilidad

genética que existe en esta especie (Sosa, 2003; Almaraz-Abarca et al., 2013).
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4.4 Validacion de los grupos fenotipicos por ITS2

Previo a la validacién se comprobd por medio de un analisis de similitud y agrupacién, la
formacion de tres grupos en las muestras elegidas para el andlisis de la secuencia de la

region ITS2 (Figura 8).

—— Agl?7

L Ag57

Ag517

Ag80

| T T T T I T T T I T T T T I T T T T I

026 033 041 048 0.56

Coeficiente de Jaccard

Figura 8. Comprobacion de la separacion en tres grupos, de las muestras de A. durangensis
elegidas para secuenciacion.

En las muestras seleccionadas de Agave durangensis se amplifico el fragmento esperado de
450 pb correspondiente a la region ITS2, de forma simultanea se procesaron muestras de A.
tequilana y A. americana, con fines de comparacion (Figura 9). Estos productos fueron
clonados en el vector pPGEM®-T Easy (Promega®), donde su insercion fue verificada por
PCR (Figura 10A) o digestion con EcoRI. En perfil electroforético se pueden apreciar los

fragmentos que corresponden al plasmido (3015pb) y al inserto (450pb) (Figura 10B).
31



™M 1 2 3 a 5 6 7 8

2072 pb

600 pb1
—

450pb____ s

. -
—

-

Figura 9. Gel de agarosa 1.5% amplificacion del fragmento ITS2 (450 pb). Carriles del 1 —
6, Agave durangensis; carril 7, A. tequilana, carril 8, A. americana, M= marcador de peso
molecular (100 pb)
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Figura 10. Confirmacién de la insercion del producto de PCR en el plasmido pPGEM®-T
Easy. A) Electroforesis en agarosa al 1.5 % del producto de PCR amplificado a partir de
ADN plasmidico. Carriles del 1 — 6, Agave durangensis; carril 7, A. tequilana, carril §, A.
americana, N= control negativo, P= control positivo y M= marcador de peso molecular de
100pb. B) Electroforesis en agarosa al 1.5% de la digestion del plasmido con EcoRI (Carril
1-3), M; = marcador de peso molecular de 1kb y M, = marcador de 100pb.

4.4.1 Andlisis de las secuencias de la regién ITS 2

Con los resultados de secuenciacion se realizd un alineamiento y comparacion de las
secuencias utilizando el Software CLC Genomics®. Los resultados encontrados en el
alineamiento de las secuencias de Agave durangensis y A. tequilana mostraron solo un
nucleotido de diferencia en la muestra H2 (Agave tequilana) (Figura 11), esa diferencia fue
suficiente para que el andlisis filogenético separara a Agave durangensis de A. tequilana
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(Figura 12). Puesto que se basa en un solo nucle6tido de diferencia, esta separacion no es

relevante. Sin embargo, demuestra la capacidad de la region ITS2 para clasificar a nivel de
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Figura 21. Alineamiento de las secuencias (426pb) de la region ITS 2 de Agave
durangensis y A. tequilana Weber, donde se muestra la diferencia entre ambas especies.

La comparacion de las secuencias ITS2 de A. durangensis con las reportadas en GeneBank
(AM8B84828.1; AM884829.1 y AM884836.1), presenta altos porcentajes de identidad con
A. rhodacantha (99%), A. gentry (99%) y A. salmiana (90%). Estos resultados
corresponden con la semejanza fenotipica que comparte A. durangensis con estas especies.

Debido a que no se observaron diferencias nucleotidicas en la region ITS2 entre las
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muestras de A. durangensis sugiere que su poder de discriminacion entre los fenotipos fue
limitado, por lo tanto, se sugiere utilizar la region ITS completa en posteriores estudios,
considerando que la region ITS1 presenta mayor variacion (White, et al,, 1990) y

complementar con las regiones matK y rbcL de cloroplasto (Freudenstein et al., 2017).

agl7
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ag205

ag218

H2

0.000
Figura 32. Dendrograma de las secuencias de DNA de A. durangensis y A. tequilana
Weber, donde se muestra la relacion de las muestras analizadas.

34



V Conclusiones

Los marcadores morfologicos y moleculares comprobaron la existencia de tres grupos

dentro de A. durangensis del estado de Durango.

Se identifico una correspondencia entre datos morfologicos y datos moleculares detectados

con el marcador ISTR.

Los marcadores ISTR permiten evaluar la variabilidad genética presente dentro de Agave

durangensis.

La utilizacién de datos morfolégicos y moleculares proporciona informacion que puede ser

utilizada en estudios taxondmicos de delimitacion de este grupo de agaves.

La region ITS2 permiti6 la discriminacion especifica dentro del género Agave, aun con una

variacion en una sola base nucleotidica.

La comparacién de las secuencias nucleotidicas de la regiéon ITS2 permitié relaciona a

Agave durangensis con las especies A. rhodacantha, A. gentry y A. salmiana.
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VII Anexos

Xmnl 2009
174 1
Scal 1890 Nael 2707 Apal 14
2 Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
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pGEM®-T Easy lacZ g':é'” 33
Vector I EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
Notl T
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI 118
Nsil 127
141

T sps

Figura 1. Diagrama del vector de clonacion pGEM Promega ®

Protocolo de clonaciéon
Ligacion con tampoén de ligacion rapida 2X

1. Centrifugue brevemente el vector pPGEM®-T Easy Vector en tubos de ADN para recoger

el contenido del fondo del tubo.

2. Prepare las reacciones de ligacion como se describe a continuacion. Realizar una
agitacion en vortex al tampon de ligadura rapida 2X vigorosamente antes de cada uso. Use

tubos de 0,5 mL que se sabe tienen baja capacidad de union al ADN.

Reactivos Reaccion Control Control
estandar Positivo negativo

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase Sul Sul Sul

pPGEM®-T or pGEM®-T Easy Vector Im Tl Tl

(SOng)

PCR product Xul - -

Control Insert DNA - 2ul -

T4 DNA Ligase (3 Weiss units/ul) Tul Tul Tul
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Deionized water to a final volume of 10ul 10ul 10ul

3. Mezcle las reacciones pipeteando. Incubar las reacciones 1 hora a temperatura ambiente.

Alternativamente, incube las reacciones durante la noche a 4 © C para el nimero maximo de

transformantes.

Transformacion de células competentes de alta eficiencia JM109

1.

Prepare placas LB / ampicilina / IPTG / X-Gal.

Centrifugue brevemente las reacciones de ligacion. Agregue 2ul de cada reaccion de
ligadura a un tubo estéril de 1.5 mL en hielo. Prepare un tubo de control con 0.1 ng

de plasmido sin cortar.

Coloque las células competentes de alta eficiencia JM109 en un bafio de hielo hasta
que solo descongelado (5 minutos). Mezcle las celdas moviendo suavemente el

tubo.

Transfiera cuidadosamente 50ul de células a los tubos de reaccion de ligadura del
Paso 2.
Use 100ul de células para el tubo de control de ADN sin cortar. Agite los tubos

suavemente € incube en hielo durante 20 minutos.

Caliente las células durante 45-50 segundos en un bafio de agua a exactamente 42 °

C. NO SACUDIR. Inmediatamente devuelva los tubos al hielo durante 2 minutos.
Agregue 950 pl de medio SOC a temperatura ambiente a las transformaciones de la

reaccion de ligadura y 900 pl al tubo de control de ADN sin cortar. Incubar durante

1,5 horas a 37 ° C con agitacion (~ 150rpm).
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Platee 100 pl de cada cultivo de transformacion en placas duplicadas de LB /
ampicilina / IPTG / X-Gal. Para el control de ADN no cortado, se recomienda una

dilucion de 1:10 con SOC.

Incube las placas durante la noche a 37 © C. Seleccione colonias blancas.

Protocolo extraccion de ADN de Plasmido

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Protocolo de centrifugacion

Lisis y purificacion

1.

Centrifugar el Pellet 1-10 mL de cultivo bacteriano en medio liquido durante 5
minutos.
Resuspender completamente el sedimento con 250 pl de solucidon de resuspension

celular.

Agregue 250ul de solucion de lisis celular a cada muestra; invierta 4 veces para

mezclar.

Agregue 10ul de solucion de proteasa alcalina; invierta 4 veces para mezclar.

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregue 350ul de solucion de neutralizacion; invierta 4 veces para mezclar.

Centrifugar a velocidad méxima durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Separacion del DNA plasmidico

7.

Inserte la columna de centrifugado en el tubo de recoleccion.
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8. Decante limpia el lisado en columna de centrifugado.

9. Centrifugar a velocidad méxima durante 1 minuto a temperatura ambiente. Deseche

el flujo y vuelva a insertar la columna en el tubo de recogida.

Lavado
10. Agregue 750ul de solucion de lavado (etanol afiadido). Centrifugar a maxima
velocidad durante 1 minuto. Deseche el flujo de entrada y vuelva a insertar la
columna en el tubo de recoleccion.
11. Repita el paso 10 con 250ul de solucion de lavado.

12. Centrifugar a velocidad méaxima durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Elucion
13. Transfiera la Columna de Giro a un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 mL,
teniendo cuidado de no transferir restos de la solucion de lavado de la columna el
tubo estéril de centrifugado. Si la columna tiene solucion de lavado, centrifuga 1
minuto a velocidad maxima, luego transfiera la columna de centrifugado a un nuevo

tubo de microcentrifuga estéril de 1.5mL.
14. Agregue 100ul de agua sin nucleasas a la columna de centrifugado. Centrifuga en la

parte superior a maxima velocidad durante 1 minuto a temperatura ambiente.

15. Deseche la columna y almacene ADN a -20 ° C o menos.
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