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RESUMEN

El género Agave es un grupo muy diverso de origen reciente que se distribuye en Norte, Centro y Sudamérica, con mayor
presencia en México, convirtiéndolo en centro de origen y diversificacion del grupo. Agave cupreata 'y A. potatorum son
dos especies de reproduccion exclusivamente sexual ampliamente utilizadas en la elaboracion de mezcal en los estados de
Guerrero y Oaxaca. La elaboracion de esta bebida requiere de la cosecha de la planta antes de finalizar el desarrollo de su
escapo floral, impidiendo la reproduccion de estas plantas y representando un riesgo potencial a su conservacion. En  este
trabajo analizamos la diversidad y estructuracion genética de poblaciones silvestres y de vivero de A. cupreata y de A.
potatorum mediante marcadores moleculares ISSR. Determinamos las distancias que separan a sus poblaciones y buscamos
esclarecer sus relaciones de similitud. Utilizando cuatro iniciadores logramos la amplificacion de 90 loci polimoérficos. En
el caso de ambas especies encontramos poblaciones genéticamente diversas con poca diferenciacion entre sus poblaciones
(He=0.34y 0.31, P =93%, Fst = 0.07 y 0.10 para 4. cupreata y A. potatorum respectivamente) posiblemente debido a sus
sistemas de reproduccion y a su reciente origen. El 81.26% de la variacion se encuentra al interior de las poblaciones,
mientras que apenas el 5% de la variacion explica la diferencia entre especies. Los valores de diferenciacion total
(Fst=0.1224) y las distancias genéticas de Nei (0.02 entre las especies y con promedio de 0.06 y 0.03 para las poblaciones)
son relativamente bajas. Pensamos que estos valores confirman la idea de que constituyen un grupo de origen muy reciente
en proceso actual de divergencia. Encontramos que las regiones de Guerrero y Oaxaca con mayor tradicion en la produccion
de mezcal presentan una ligera disminucion de su diversidad genética (particularmente en polimorfismo). En las
poblaciones de A. cupreata region de Chilapa Guerrero se detectaron sefiales de flujo genético con A. potatorum,
posiblemente debido al manejo actual que pudiera estar repercutiendo en la diversidad genética de las poblaciones de A.
cupreata. En términos genéticos, la conservacion de estas especies presenta un panorama relativamente positivo, sin
embargo, la disminucion del tamafio de las poblaciones, la quema de cuevas por temor a los “murciélagos-vampiro” y la
desaparicion de otros polinizadores ya esta poniendo en riesgo la gran diversidad genética de las poblaciones de 4. cupreata

y A. potatorum.



ABSTRACT

The genus Agave is a very diverse group of recent origin that is distributed in North, Center and South América, with greater
presence in Mexico, making this country the center of origin and diversification of the group. Agave cupreata and A.
potatorum are two species with exclusively sexual reproduction, broadly used in mezcal elaboration in the states of
Guerrero and Oaxaca. The elaboration of this alcoholic beverage requires the harvesting of the plant before inflorescense
development is completed, preventing this way plant reproduction and representing a potential risk for its conservation. In
this study we analyzed the genetic diversity and structure of wild and breeding ground populations of 4. cupreata and A.
potatorum with the use of ISSR molecular markers. We estimated the distances that separate their populations and searched
to clarify their relationship. Ninety polymorphic loci were amplified using four primers. In both species we found genetic
diverse populations, with low diversity among their populations, (He=0.34 and 0.31, P = 93%, Fgt = 0.07 and 0.10 for 4.
cupreata and A. potatorum respectively) possibly due to their reproductive system and their recent origin. 81.26% of
variation is found within populations, while barely 5% of variation is explained by variation between species. Values of
total population diferentiation (Fgr=0.1224) and Nei genetic distances (0.02 between species and an average of 0.06 and
0.03 for populations in both species) are relatively small. We suggest that these species have had a recent origin and are in
an active process of diversification. We found that the regions from Guerrero and Oaxaca with more tradition in mezcal
production show a slight decrease in genetic diversity (particularly in polymorphism). In populations of 4. cupreata from
the region of Chilapa Guerrero, signals of gene flow with 4. potatorum were detected, possibly due to the effects of current
management in genetic diversity of A. cupreata populations. In genetic terms, conservation of these species presents a
slightly positive picture, nevertheless, the decrese in population sizes, the burning of caves, caused by fear of the *“ vampire-
bats” and the extinction of other pollinators are increasing the loss of the current genetic diversity of A. cupreata and A.

potatorum populations.
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INTRODUCCION

Con una reciente y sorprendente diversificacion de hace apenas 11.8 millones de afios (Flores Abreu,
2007), se origindé uno de los grupos de plantas de mayor uso en el mundo prehispanico: el Agave.

Esta planta ha sido ampliamente utilizada fermentando su savia para la elaboracion del pulque
(bebida de los dioses), cociendo su cuerpo para comerlo como dulce (mexcalli), cortando sus largas
inflorescencias para la construccion, raspando sus hojas para obtener fibra y cociendo y destilando su
cuerpo para hacer mezcal (Bruman, 1945; B. de Barrios, 1971; Gentry, 1982; Valenzuela-Zapata, 1995;
Garcia Mendoza, 1998; Colunga-Garcia, 1999; Valenzuela-Zapata y Nabham, 2003).

El mezcal (el tequila) es una bebida obtenida partir de la destilacion de los productos de la
fermentacion de los cuerpos cocidos bajo tierra de diversas especies de Agave. Esta bebida es y ha sido
sinébnimo de diversidad en todos sus sentidos: por el niimero de especies que se utilizan (mas de 21
especies), ambientes en los que se desarrollan (aridos, semiaridos, boscosos o semi tropicales), regionesde
produccion (norte, centro, sur), procesos con los que se elabora e incluso formas y costumbres debeberlo
(Valenzuela-Zapata, 1995; Valenzuela-Zapata y Nabham, 2003 Conabio, 2006;). La época modema, por
su parte, ha sido sinéonimo de pérdida de diversidad en todos los sentidos: econdmico y cultural con la
salvaje embestida de la globalizacion y biologico con la pérdida de ecosistemas, relaciones ecologicas y
numero de especies (INIFAP, 1996; Conabio, 1998;). Como ejemplo podemos mencionar el caso del
Tequila: originalmente elaborado a partir de diversas variedades y especies, actualmente es elaborado a
partir de una sola: 4. tequilana var. azul desarrollado exclusivamente en la region de Tequila en elestado
de Jalisco (Gil-Vega et al., 2001; Vargas-Ponce, 2007). La riqueza artesanal en su elaboracion fue
sustituida por la coccion en autoclaves, trituracion con prensas hidraulicas, destilacién continuay adicion
de glicerina, agua y tintes que maquillan una aparente variedad de productos que en realidad son solo uno:

el que ofrece mayor ganancia a la industria.

Agave cupreata y A. potatorum son dos especies a partir de los cuales se obtienen dosreconocidas
variantes de mezcal: el de maguey papalote del estado de Guerrero y el mezcal tobala del estado de
Oaxaca. Sus poblaciones naturales son pequefias y se ubican en zonas de transicion a selva bajaen claros
con pendiente de bosques de encino y son especies en las que no se ha reportado la formacion de bulbilos
o de alguna otra forma de reproduccidén asexual. La elaboracion de mezcal requiere la cosecha deplantas

(o pifas) durante la etapa de elongacion del escapo floral.

Aunque la produccion de mezcal aun no es comparable con la produccion industrial de tequila, la
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sobre explotacion de este recurso ya esta repercutiendo en los tamafios de las poblaciones de A. cupreata
que presenta tasas de crecimiento menores a uno. Algunos maestros mezcaleros del estado de Guerrero,
alarmados ante la disminucion del tamafio de las poblaciones de 4. cupreata, mediante la organizacion
campesina “Sanzekan Tinemi” determinaron el establecimiento de varios viveros donde, a partir de
semillas silvestres obtenidas de areas bajo manejo intensivo de la region, propagan intensamente estas
plantas para luego reintroducirlas a su ambiente natural (Illsley, 2004; Illsley, et al., 2007). En este trabajo
analizamos los niveles de variacion y estructuracion genética de las poblaciones naturales ce A. cupreata 'y
A. potatorum utilizadas para la elaboraciéon de mezcal e interpretamos estos datos en términos de
conservacion y evolucion de estos grupos. Paralelamente comparamos la diversidad genética de las
plantulas propagadas en vivero por la organizacion campesina “Sanzekan Tinemi” con las de las

poblaciones silvestres.
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ANTECEDENTES

Mezcal, tequila, bacanora, pulque, ixtle, tienen un comun denominador: El Agave.

Cuenta la leyenda que Ehécatl-Quetzalcoatl, el viento cosmico, visité una noche en el cielo ala
bella virgen Mayahuel, una tztitzimin' que dormia junto a sus hermanas y a su abuela que las cuidaba.
Le hablo al oido como hace el viento, susurrando, y la sedujo con sus palabras dulces. La joven Mayahuel,
cansada de su paraiso celeste, acepto entonces bajar al mundo terrenal deslizdndose sobre las espaldasdel
Viento. Quetzalcoatl y Mayahuel se unieron transformandose en un arbol de dos ramas. La abuela, al
darse cuenta de la ausencia de su nieta, mando a las demds tzitzimines en busqueda de Mayahuel.
Hinchada de ira, encontré a la fugitiva oculta en una rama, que arranco para darsela a comer a sus
hermanas. Las astillas, sobras del festin, eran los huesos de Mayahuel, que Quetzalcoatl recogio y enterrd
desconsolado. De los huesos divinos nacio el maguey de la tierra, cuerpo de la diosa Mayahuel, madrede
los 400 sefiores conejo” que proveeria agua sagrada en medio de la 4rida meseta, una fuenteen el centro de

la desolacion terrestre. (Leyenda nadhuatl de Mayahuel).

LA FAMILIA AGAVACEAE Y LOS AGAVES

La familia Agavaceae, estd formada por nueve géneros que se distribuyen en el continente americanoy de

los cuales, el género Agave es el mas diverso, pues constituye el 60.6% del total de especies de la familia.

Los agaves son de gran importancia economica y cultural para el pueblo de Méxicoy constituyen
un grupo de plantas clave por su abundancia como por los recursos que otorgan al ecosistema. La gran
variedad de formas, tamafios, colores y su majestuosa inflorescencia obligan a prestar atencion a su
presencia, a grado tal que, junto con el chile, el maiz y el nopal han sido considerados iconos de lo
mexicano en todo el mundo. Esta apreciacion no es del todo erronea, pues en México existen 150
especies de Agave, que representan el 75% de la diversidad total de especies, 104 son endémicas y 88
microendémicas (Tabla 1. Garcia-Mendoza, 2002), lo que otorga a México la gran responsabilidad de ser

centro de origen, mayor riqueza y diversidad del grupo.

El area de distribucion del género abarca desde el sur de los Estados Unidos y Florida hasta el
norte de Colombia y Venezuela incluyendo las islas del Caribe (Figura 1). En Mé¢xico, las poblaciones
naturales de 4gave habitan practicamente en todo el territorio nacional, prefiriendo matorrales xerofilos de

altiplanos aunque también pueden encontrarse en bosque templado de montafias y ambientes tropicales

1
2

Tzitzimin: una de las estrellas del firmamento.
Asociado a los dioses de las miltiples formas de la embriaguez (Garcia Mendoza, 1998)
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costeros de las Antillas, en altitudes que van desde el nivel del mar (4. angustifolia) hasta por encimade
los 3400 msnm (4. inaequidens). El area de mayor diversidad se encuentra en el valle de Tehuacéan-
Cuicatlan con 15 sp seguido por la Barranca de Metztitldn con 11 especies. (Garcia-Mendoza, 1998,2002,

2007; Rocha-Munive et al, 2005, 2006; Alvarez de Zayas, 1995).

Tabla 1. Namero total de especies de Agavaceae (sensu Dahlgrenet
al.,1983)y su endemismo en México (Modificado de Garcia-

Mendoza, 2004)
Gé Total de Especies en Especies endémicas de
énero . L. .
especies México México
Agave 200 150 (75%) 104 (69%)
Manfreda 29 28 (96%) 22 (78%)
Polianthes 15 15 (100%) 15 (100%)
Prochnyanthes 2 2 (100%) 2 (100%)
Furcraea 25 13 (52%) 8 (61%)
Agave (Sensu lato) 246 208 (85% ) 151(61%)
Beschorneria 7 7 (100%) 6 (86%)
Hesperaloé 5 5 (100%) 4 (80%)
Hesperoyucca 1 1 (100%) 0
Yucca 46 30 (65%) 16 (53%)
Total 330 251 (76%) 177 (70%)
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Figura 1. Distribucion del género Agave. Las cantidades indican namerode

especies + numero de categorias intraespecificas. Figura tomada de Garcia-
Mendoza, 2002.
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En funcion de su estructura floral, Gentry (1982), dividié al género Agave en dos subgéneros
(sensu stricto): Littaea que incluye a todas los agaves con inflorescencia espigada’ y el subgénero Agaveo
Euagave con inflorescencias paniculadas (ramificadas). Sin embargo, ningin analisis molecular indican
que esta subdivision no es natural (no se ha podido rescatar ninguno de estos dos grupos) e indican queel
género es parafilético incluyendo a los géneros Manfreda, Polianthes y Prochnyanthes (Good-Avilaet al.
2006; Flores-Abreu, 2007; Irwin Smith, et al., 2008).

Analisis filogenéticos bayesianos con fragmentos de cloroplasto (matK;, matK,, tmL+tmFy tmD-
trnT), realizados por Flores Abreu (2007), indican que el género Agave (sensu lato) se origind hace
apenas 11.8 m.a afios (calculados mediante filogenia putual de Méxima Verosimilitud o de 7.05 m.a. segin
el arbol concenso mediante inferencia Bayesiana); si consideramos que el género en sentido amplio
incluye 246 especies, tenemos una espectacular radiacion de especies, principalmente hace 10.7 m.a.,
cuando se generaban aproximadamente de 0.48 a 0.75 especies por millon de afios (Flores-Abreu, 2007).
A pesar de que atn se desconocen las causas y mecanismos precisos de esta impresionante radiacion, éste
podria ser uno de los casos mas impresionantes de diversificacion reportados, comparable con el de la

alianza silversword de Hawii de 0.56+0.17 spp/m.a. (Baldwin y Sanderson, 1998).

Loa agaves, presentan diversos caracteres asociados a la adaptacion a ambientes aridos. En los
bordes de las hojas la mayoria de las plantas tienen dientes corneos que nacen sobre mamilas casisiempre
con espina terminal, que les brindan una gran proteccion contra depredadores y que disminuyen el areade
transpiracion en las regiones mas expuestas a la radiacion solar. Tienen raices superficiales, fotosintesis
tipo CAM (estomas con apertura nocturna y fijacion de energia principalmente en la forma de acidos
como el malico) aunque algunos son C3 facultativos, cuticula gruesa con cera y la forma de las hojas
disminuye el area expuesta a la radiacion y dirige el agua hacia el centro de la planta (Garcia Mendoza,

1998,2007)

El nimero cromosomico basico es de 30 con 5 cromosomas largos y 25 cortos. Palomino et al
(2007), presentan un amplio listado con los numeros cromosdémicos de diversas especies de Agave y
obtienen que, a pesar de que la mayoria de estas plantas suelen ser diploides (4. potatorum, A. celsii, A.
karwinskii, A. striata, A. desertii, etc..), la poliploidia no es rara, siendo comunes los tetraploides. Enlos
estudios citogenéticos, los autores mencionan que es comun observar individuos con caracteristicas
intermedias entre dos especies en donde sus areas de distribucion se sobreponen y los periodos de
floracién son simultaneos (Backman, 1944, Pinkava y Baker, 1985; Moreno Ramirez, 2003; Palomino et
al., 2007; Garcia-Mendoza, 2007).

3 . . . . .
Se refiere a que la inflorescencia forma una sola espiga en cuyo eje salen las flores.
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Algunas especies son iteroparas’ aunque la gran mayoria son semélparas’; presentan ciclosde vida
largos que van de los 4 o 5 anos en las especies de talla relativamente pequefia hasta los 10 o 20 afiospara
las especies de talla mayor; la mayoria tiene reproduccion asexual por medio de estolones o bulbilos que
se pueden desarrollar tanto en la base de la planta como a lo largo del escapo floral facilitando el rapido
aumento en sus tamafos poblacionales. Sin embargo, el caracter mas impresionante de estasplantasesel
relacionado a su reproduccion sexual, pues su escapo floral puede llegar a medir hasta 15 veces el tamafio
de la planta, de forma que sus flores, al sobresalir por encima del nivel de las demas especies son
facilmente distinguibles por una gran diversidad de polinizadores como los murcié¢lagos, polillas, abejas,

colibries, entre otros (Gentry 1982; Garcia-Mendoza, 1998, 2007).

Son pocos los estudios que se han realizado sobre biologia reproductiva del género Agave. En el
Apéndice I puede encontrarse un resumen de los trabajos realizados en biologia reproductiva de esta
especie y puede observarse que en promedio, el 31% de las flores de Agave se convierten en fruto y el
42.4% de los 6vulos llegan a semillas; la autopolinizacion suele disminuir la proporcion de formacion de
frutos (fruit set) o semillas (sed set) a practicamente 0. Unas pocas especies (4. angustifolia, A palmer,
A. salmiana, A. chrysantha 'y A. subsimplex) presentan valores de tratamiento control (sin manipulacion)
menores a los de polinizacion cruzada, indicando deficiencia de polinizadores sin embargo, las demas
especies (A. cupreata, A. potatorum, A. celsii, A. garcia-mendozae, A. lechuguilla, A. macroacantha, A.
xylonacantha) presentan valores iguales o mayores en control que en cruzada, reflejo de un buen
funcionamiento de los polinizadores (Arizaga et al., 2000a; Eguiarte, 2000; Slauson, 2000; Molina-
Freaner y Eguiarte, 2003; Garcia-Meneses, 2004; Gonzalez-Gonzalez, 2005; Estrella-Ruiz, 2008). La
mayoria de las especies producen néctar con una concentracién que no sobrepasa el 25% de azicares, con
picos de mayor produccion en la noche y mayor formacion de frutos con polinizaciones nocturnas,
exceptuando A. cupreata que presenta las mismas proporciones en diurnas, y nocturnas, A. potatonim, que
presenta un patron de polinizacidon generalista y A. salmiana, chrysantha y subsimplex que se benefician
con la polinizacion diurna (Arizaga et al., 2000a; Eguiarte, 2000; Slauson, 2000; Molina-Freaner y
Eguiarte, 2003; Garcia-Meneses, 2004; Estrella-Ruiz, 2008; Gonzalez-Gonzalez, 2005; Rocha-Munive,
2005;).

Los visitantes mas comunes suelen ser murciélagos (Leptonycteris curasoe, Leptonycteris nivalis,
Choeronycteris mexicana y Glosophaga spp.), himendpteros (principalmente Apis mellifera), polillas,
colibries y otras aves (Arizaga et al., 2000a; Eguiarte, 2000; Slauson, 2000; Molina-Freaner y Eguiarte,
2003; Garcia-Meneses, 2004; Espinoza-Paz, et al., 2005; Rocha-Munive, 2005; Gonzalez-Gonzéalez,
2005; Estrella-Ruiz, 2008).

Iteropara: Que presenta un solo evento reproductivo durante su ciclo de vida.
Semélpara: Que puede presentar mas de un evento reproductivo durante su ciclo de vida.
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Son relativamente pocos los estudios que se han hecho sobre genética de poblaciones para las

distintas especies del género Agave (Tabla 2), sin embargo a partir de estos se pueden ver ciertas

tendencias.

Para los datos obtenidos con ISSR's (Tabla 2) se observa que las distintas especies presentan

valores relativamente altos de heterocigosis (promedio de 0.22 + 0.027 D.E.) con bajos niveles de

estructuracion (promedio 0.121 = 0.068 D.E.).

El nimero de migrantes por generacion (Nm) en

promedio es de 2.7 con rangos que van de uno (excepto A. karwinskii) a mas de 4 (panmixia) en A.

xylonacantha 'y A. hidalguensis, indicando que existe un alto flujo génico entre las poblaciones de estas
especies (Aguirre Dugua, 2004; Gonzalez Gonzalez, 2005; Colin, 2006; Rocha Munive, 2006; Trejo,
2006; Vargas Ponce, 2007)

Tabla 2. Resumen de los estudios de genética de poblaciones para el género Agave.

. . Estruct. Distancia Variacion Genética
Especie Marce. N Diversidad Miera Genética (%) F
uente

He %P Fst Nm Max Min Prom Gpos Pob/Gpo Pob
A. celsii ISSR 156 0.248 0.0110 89.40 0.130 1.8 0.089 0.023 0.051 9.20 9.53 81.30  Rocha Munive, 2006
A. difformis ISSR 158 0.202 0.0180 62.70 0.113 2.36 0.062 0.013 0.033 4.81 6.02 89.17 Rocha Munive, 2006
A. garcia-mendozae ISSR 133 0.240 0.0300 72.40 0.098 1.3 0.046 0.022 0.036 2.64 1132  86.05 Gonzlez G, 2005
A. hidalguensis ISSR 276 0.205 0.0380 71.50 0.064 4.71 0.021 0.021 0.021 - - - Rocha Munive, 2006
A. striata striata ISSR 150 0.237 0.0280 76.70 0.103 2.7 0.051 0.012 0.036 11.90 2430  87.50 Rocha Munive, 2006
A.striata striata ISSR 231 0.191 0.0229 70.27 0.192 1.05 0.138 0.041 0.099 6.99 17.53 7547 Trejo, 2006
A. striata falcata ISSR 310 0.265 0.0243 80.85 0.279 0.64 0.076 0.021 0.039 6.99 17.53 7547 Trejo, 2006
A. xylonacantha ISSR 132 0.183 - 67.69 0.063 6.1 0.019 0.009 0.014 1.49 7.23 91.29 Colin, 2006
A. xylonacantha ISSR 155 0.199 0.0120 75.40 0.059 4.67 0.027 0.006 0.016 5.65 4.05 90.30  Rocha Munive, 2006
A. angustifolia Silvestre  ISSR 228 0.322 0.0289 8793 0.170 - - - - - 2320  76.70  Vargas Ponce, 2007
A. angustifolia Cultivar ~ ISSR 960 0.270 0.0608 69.28 0.360 - - - - - 42.50 57.80  Vargas Ponce, 2007
A. tequilana Var Azul ISSR 45 0.080 0.0000 20.20 - - - - - - - - Vargas Ponce, 2007
A. cupreata ISSR 153 0.257 0.0300 88.80 0.145 1.49 0.093 0.035 0.067 6.00 13.00  81.00 Aguirre Dugua, 2004
A. potatorum ISSR 179 0.246 0.0250 83.30 0.084 2.99 0.055 0.023 0.036 0.00 10.00  90.00 Aguirre Dugua, 2004
A. cerulata RAPD 199 0.181 0.0090 77.62 0.098 4.38 0.028 0.002 0.018 - - - Navarro etal., 2003
A. desertii RAPD 289 0.210 0.0440 68.23 0.140 2.2 0.020 0.080 0.040 - - - Glz. Chauvet, 2001
A. karwinskii RAPD 41 0.210 0.0860 49.00 0.490 0.47 0.400 0.150 0.275 0.00 26.80  73.20 Lopez Urrutia, 2004
A. subsimplex RAPD 102 0.143 0.0090 78.56 0.084 6.142 0.024 0.004 0.014 - - - Navarro etal., 2003
A. lechuguilla ISO. 36 0394 0.0480 96.00 0.083 2.28 0.170 0.007 0.070 - - - Silva Mont., 2003b
A. victoria-reginae ISO. 35.5 0.334 0.0680 83.00 0236 - 0250 0.025 0.182 - - - M.Palacios etal, 1999
Promedio ISSR, RAPDS 216.5 0.216 0.0534 71.66 0.157 29 01 0.0 0.1 5.1 16.4 81.2
Promedio General 198.4 0.231 0.069 73.44 0.157 2.830 0.092 0.029 0.062 5.061 16.385 81.173
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Las distancias que separan a las distintas poblaciones de estas especies también son bajos, pues
presentan valores que van de 0.006 a 0.13, reflejo de la poca diferenciacion que hay entre las distintas
poblaciones (Tabla 2). En todos los casos, al menos tres cuartas partes (75%) de la variacion existente se
explica al interior de las poblaciones y la cuarta parte restante se divide entre las poblaciones de las
especies o entre las especies en si es decir, existe poca diferenciacion entre especies y mas diferenciacion
entre las poblaciones. Aunque se ha reportado correlacion latitudinal o longitudinal con la diversidad
genética para algunas especies, de forma general para el género Agave no encontramos una correlacion

significativa que nos indique un gradiente geografico.

Todo lo anterior indica que el género Agave esta constituido por poblaciones con mucha variacion
genética que estan pasando actualmente por un proceso de diferenciacion, indicios acordes con la ideade

una reciente radiacion del grupo (Good-Avila et al., 2006; Rocha, et al., 2006).

Recientemente se ha sugerido una radiacion adaptativa de Agave sensu lato estrechamente relacionada con
sus polinizadores y con la desertificacidon de México, en el que algin grupo de Agavaceae polinizada
principalmente por esfingidos fue seleccionada por murciélagos generalistas. Posteriormente la
desertificacion de Norte América, junto con la diversificacion de murciélagos nectarivoros le permitio al
grupo colonizar facilmente una gran variedad de habitats (Eguiarte 1995; Baldwin y Sanderson 1998;
Eguiarte et al. 2000; Rocha et al., 2005 y 2006; Good Avila et al. 2006; Flores Abreu, 2007; ).

GRUPOS HIEMIFLORAE Y CRENATAE (SENSU GENTRY)

Gentry (1982) clasifica a Agave cupreata y Agave potatorum dentro del subgénero Fuagave (por
sus inflorescencias paniculadas) y en los grupos Crenatae y Hiemiflorae respectivamente.  Mediante
la guia dicotomica de Gentry, para llegar a estos grupos tenemos que seguir las siguientes caracteristicas
(Gentry, 1998 pp:267-268): 1) Hojas no ensiformes, lanceoladas a ovadas, 10 veces mas largas que
anchas con cépsulas oblongas; 2) Plantas pequefias con rosetas generalmente de menos de 1.6 m y hojas
con largos menores a 1.5m. A partir de este punto, llega la division que nos puede llevar a alguno delos

dos grupos de interés:

— 4) Plantas medianas a grandes con rosetas de 1 a 1.6 m de largo y hojasde 1 a 1.5 m de largo -->5)
Hojas con dientes --> 6) Plantas verdes sin bulbilos en la base --> 8) Plantas sencillas, no ramificadas,
multianuales, tallo corto, hojas largas, 70-150cm --> 9) Flores con tubos cortos y tépalos largos 2 a 4
veces mas largos que el tubo, dientes irregulares en tamafio y distancia, frecuentemente con dientes

intersticiales, ubicados en la Sierra Madre Occidental. --> Grupo Crenatae --> Agave cupreata.

— 4) Plantas pequefias a medianas con rosetas de 0.4 a 1 m de largo y hojas de 10 a 100 cm de largo —
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10) Plantas generalmente no surculosas con floracion de invierno a inicios de primavera --> 13) Varias
hojas, no marcadamente asperas, verde a glaucosas, con espinas terminales grandes (3-6cm), flores
mayormente agrupadas en grupos esféricos, a menudo conspicuamente bracteados, flores de 50 290 mm
de largo con floracion de invierno a primavera, ubicados al sur de México y Centro América --> Grupo

Hiemiflorae --> Agave potatorum.

Las caracteristicas distintivas del grupo Crenatae de Gentry (1982) son las siguientes: una
profunda crenacion de los margenes de las hojas que suelen tener dientes ordenados; paniculas estrechasy
un tubo floral que generalmente excede el largo de los tépalos. Por su parte, el grupo Hiemiflorae se
caracteriza porque sus flores se presentan apelotonadas en grupos con pedunculos muy cortos (unospocos

centimetros) dando una apariencia racemosa.

De forma general, y como se puede observar en la guia anterior, los caracteres que separan a
ambos grupos son el tamano de las plantas, (mediana a grande en Crenatae y pequefla a mediana en
Hiemiflorae), la crenacion de las hojas (que suele ser muy marcada en Crenatae) y en la disposicion delas
flores en el escapo floral, que en el caso de Hiemiflorae, suelen tener un pedinculo reducido y apariencia
apelotonada. Seria conveniente realizar estudios de plasticidad fenotipica en Agave para estoscaracteres,
particularmente en 4. cupreata y A. potatorum, ya que la semejanza morfologica entre estas dosespecies
es muy grande y al visitar sus poblaciones puede observarse un gradiente en cuanto a tamafio, forma, color
y numero y tamaifio de dientes. Reflejo de lo anterior es el gran nimero de nombres comunes que
presentan estas plantas o en que ambos son conocidos como papalometl en nédhuatl (Colunga Garcia,

2006). Estudios de genética de poblaciones pueden aportar a la taxonomia de este grupo.

Figura 2. Agave cupreata (izquierda) y 4. potatorum (derecha) en el Jardin Botanico de la U.N.A.M.
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AGAVE CUPREATA

Nombres comunes: papalometl (maguey mariposa), yaabenisi (mixteco), maguey de mezcal, ancho,

maguey papalote, maguey bravo, tuchi (Colunga Garcia, 2006; Conabio, 2006).

Esta planta semélpara, muy utilizada para la elaboracidon de mezcal en el estado de Guerrero, se
caracteriza por una profunda crenacion de color café cobrizo en sus hojas verde brillantes que en el envés
conserva una fuerte marca foliar de las hojas anteriores (Figura 3). Se distribuye en las pendientes
montafiosas de bosques de pino-encino, pastizales, palmares o selvas bajas de la cuenca del Rio Balsasen
los estados de Guerrero y noreste de Michoacan en altitudes de 1200 a 1850 m.s.n.m. y precipitaciones

anuales de 73 a 86 mm (Gentry, 1998; Conabio, 2006).

El tamafio de sus rosetas puede variar seglin el sitio en el que crezca pero generalmente miden 1
m por 80 cm y su escapo floral puede medir hasta 6 metros de alto. Florece en la época de secasde enero
a marzo dos meses antes de que inicien las lluvias entre mayo y noviembre. Hasta ahora no se ha

reportado ningim tipo de reproduccion asexual para esta especie.

En 2004 Garcia Meneses estudio la biologia reproductiva en una poblacion de esta especie.
Describio las flores como perfectas, protandricas y dicogamicas con 380 6vulos en promedio enlasquela
dehisencia de las anteras se presenta al cuarto dia de la apertura de la flor y el estigma es receptivo a partir
del quinto dia. La floracion del escapo completo dura aproximadamente seis semanas en las quelasflores
van madurando de abajo hacia arriba en espiral en direcciéon opuesta a las manecillas del reloj. En
promedio cada escapo presenta de 13 a 17 umbelas con 80 a 120 flores cada uno y la formacion de fittosa

partir de la apertura de la flor dura aproximadamente una semana (Garcia Meneses, 2004).

En los experimentos de polinizacion, Garcia Meneses (2004) encontro, en todos loscasos, niveles
de fruit-set menores a 0.2 y de seed-set menores a 0.4, lo que pudiera estar indicando una limitacion de
polinizadores o que la especie se encuentra bajo los efectos de una depresion por endogamia mediante la
expresion de alelos recesivos letales, Por otra parte, la exclusion total de polinizadores no produyo fittos
ni semillas, lo que indica la existencia de mecanismos de auto incompatibilidad. El tratamiento control
no mostro diferencias significativas con respecto al experimento de polinizacion nocturna, indicando que
esta planta presenta preferencia por polinizadores nocturnos. Realizé observaciones diurnas durante dos
dias y registro la visitas de abejas, mariposas nocturnas (Sphingidae y Noctividae), murciélagos
(Leptonycteris nivalis), avispas y colibries. Encontrd que las semillas, dispersadas por viento, aunque
tienen un tasa de germinacion potencial del 90%, la depredacion de éstas puede acabar hasta con masdel

90% de éstas. (Garcia Meneses, 2004).

En 2004, Aguirre Dugua estudio la genética de cinco poblaciones silvestres de A. cupreata (tresen
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el centro este del estado de Guerrero: C3 “La Esperanza” C10° “Mesones” y C13" “La Lagmna”y dosenel
noreste de Michoacan: C14~ “Etticuaro”, y C16 “Tztitzio™), utilizando los iniciadores de ISR 846y 857.
Encontré 36 loci polimoérficos, que reflejaron niveles considerables de diversidad (He = 0.25 P =89%)y
estructuracion (Fgr = 0.145) y calculo distancias genéticas del orden de 0.0348 a 0.093 asi como un patron
de aislamiento por distancia (r* = 0.95; P =0.02), en el que a mayor distancia geogréafica, mayor distancia
genética. A partir de las distancias genéticas entre las poblaciones, Aguirre Dugua sugiere tres gruposde
manejo: una en el estado de Guerrero (poblaciones C3, C10 y C13) y dos en el de Michoacan (poblacion
Cl14 y poblacion C16) (Aguirre Dugua, 2004).

En un estudio preliminar de demografia de 4. cupreata bajo manejo extensivo elaborado por llsey y
colaboradores (2007) usaron poblaciones cercadas y no cercadas para evaluar mediante modelos
matriciales el efecto que tienen estas estrategias. Observaron que las tasas de crecimiento son menoresa
uno y sugieren una decremento de las poblaciones a un ritmo del 3 a 5% anual, afirmando que el maguey
papalote estan en peligro de desaparecer en el mediano plazo si no se garantiza el reclutamiento y la

supervivencia de nuevos individuos.

AGAVE POTATORUM

Nombres comunes: Tobald, papalometl (nahuatl), yahuitichushi (mixteco), arruquefio, batobpaz
(zapoteco), bilid, doba-la o dob-1a 6 do-1a (zapoteco), maguey de cochi, maguey de mezcal, maguey de

pasmo, maguey del monte, magueycillo, tobald, yavi ticuchi (mixteco) (Colunga, 2006; Conabio,2006).

Alo largo del tiempo, a esta especie se le ha dado los nombres de 4. scolymus Karw. A. saundersii
Hook; A. verschaffeltii Lem.; A. potatorum var. verschaffletii (Lem) Berg.;A. grandibracteata Ross; A.
littaeoides Pamp.; A. galeottei Bak.; A. multiflora (Gentry, 1982; Colunga, 2006)

Esta planta (Figura 4), ampliamente utilizada para la elaboracion de mezcal en Oaxaca, es
morfolégicamente muy parecida a 4. cupreata (ver arriba). Por falta de caracteres considerados como
unicos, ha presentados muchos problemas de clasificacion; “Because of its polymorphic nature, the
species is taxonomically frustrating” (Gentry, 1982 pp. 492). Sin embargo, se diferencia de 4. cupreata
en que sus inflorescencias tienen una apariencia apelotonada de apariencia amarilla a roja purpureaen las
ramas del escapo (4. cupreata tiene una apariencia racimosa color verde amarillento); los margenes de sus
hojas suelen ser menos crenados, en que las rosetas son ligeramente mas pequeiias, y las flores de color
verde-amarillento con tonalidades rojo-purpureas, son mas largas y angostas (4. cupreata presenta flores

color verde amarillento con tonalidades naranja) (Gentry, 1982).

Poblacion incluida en este trabajo.
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Agave cupreata

Figura 3. A,B,C,D el: morfologia general de laplanta. E y F: variacion en la crenacion de las hojas. Gy H: fornade
lainflorescencia. Jy K: flor. L: dibujo de hojay flor. M) Distribucion potencial. Fuentes: A, F, G y J: Julia Etter &
Martin Kristen. http://www.rarepalmseeds.com; By H: W. Polka http://www .rostliny.net; Iy K: Abisai G. Mendoza

(http://conabioweb.conabio.gob.nmx); L: Gentry, 1982; M) Mapa de distribucion potencial (Conabio,2006b), Dy E: Enrique
Scheinvar.
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Agave potatorum

Dagemiar vm Foiannue is dgaes praemm

= == e =

Figura 4. A-F: variacion en lamorfologia de laroseta. G-H: Crenacion de las hojas. I: inflorescencia. J-K:
Flor. L: Dibujo de hoja, flory fiuto. M: Distribucion potencial.  Fuentes: C,D,IK: Julia Etter & Martin
Kristen (www.rarepalmseeds.com); E, J: Abisai G. Mendoza (http://conabioweb.conabio.gob.nx); F: W.Polka
(http://www rostliny.net); L: Gentry, 1982; M: Elaboracion propia a partir de Conabio, 2006; ABGyH: Enrique
Scheinvar
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Habita las partes altas y semi-aridas de la Sierra Madre del sur, valle de Tehacan, Puebla y Sierras
de Oaxaca, en claros con pendiente de bosques de Pino-Encino o selva baja en altitudes de 1240 y 2300
msnm. Comparte la porcion este de la cuenca del Rio Balsas con 4. cupreata (aunque su distribucion
potencial se superpone totalmente a lo largo de toda esta cuenca), y se extiende hacia el Noreste en la
cuenca del Rio Papaloapan y hacia el sureste, en las cuencas de Rio Verde y Rio de Tehuantepec sobrela

sierra de Oaxaca. La época de floracion es de septiembre a diciembre (Gentry, 1982).

Al igual que A. cupreata es semélpara y hasta ahora no se ha registrado ningun tipo de
reproduccion asexual en esta planta, por lo que su supervivencia depende totalmente de la polinizacion.
Estrella Ruiz (2008) realizo la biologia reproductiva de esta especie y describio individuos con
aproximadamente de 98 a 130 flores por inflorescencia que producen néctar durante las dosnochesesque
se realiza la dehiscencia (dia 2) con un pico de produccion aproximadamente a las 8:00 de lamanana. Las

flores son protandricas y la receptividad del estigma se presenta en la quinta noche (Estrella Ruiz, 2008).

Los experimentos de polinizacion indican que es una especie auto incompatible (la auto
polinizacidon no produce frutos ni semillas) con mayor produccion frutos con polinizacion noctuna (Fruit-
Set =0.74) que diurna (Fruit-Set = 0.64); no presenta diferencias significativas en la proporcion e fiutos
formados en experimentos control (Fruit-Set = 0.45), polinizacion cruzada (Fruit-Set =0.5) o polinizacion
por insectos (Fruit-Set = 0.5), cuyos valores, de forma general son menores que los de polinizacion diuna
o nocturna, indicando limitacién de polinizadores’. Por otro lado, encuentran que en cuanto a la
formacién de semillas la polinizacion cruzada aumenta la proporcion de semillas viables (Seed-Set=0.8)
de manera significativa con respecto a las plantas a las que no se les aplica ningun tratamiento (control,
Seed-Set =0.67), lo que se podria traducir en un efecto de depresion por endogamia mediante la expresion
de recesivos letales. A pesar de que los autores reportan una gran diversidad de visitantes florales
(principalmente murciélagos, aves e insectos) no detectan en la actualidad alguna diferencia significativa
en la efectividad particular de alguno de éstos, por lo que identifican a esta especie como con un sistema

de polinizacion generalista (Estrella Ruiz y Valiente, 2007).

En el trabajo ya mencionado de Aguirre Dugua (2004), también se analiza la genética de cinco
poblaciones de 4. potatorum (cuatro en el estado de Oaxaca: P2 “Camar6n”, P7" “Miahuatlin”, P9 “Sa.
Catarina” y P11" “Zapotitlan” y una del estado de Puebla: P13" “Azumbilla”), encontrando niveles de
diversidad y estructuracion ligeramente menores que los de 4. cupreata (He = 0.245; P = 83%; Fgr =
0.084) con distancias genéticas que van de 0.022 a 0.055 que no responden a un patron de aislamiento por
distancia (r* =- 0.574; P = 0.99) (Aguirre Dugua, 2004).

6 o .y . . .
" Los agaves, generalmente son polinizados por murciélagos y desgraciadamente, la gente los asocia constantemente con vampiros porlbodque

muy comunmente queman las cuevas en las que anidan desapareciendo sus poblaciones.
Poblacion incluida en este trabajo.
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En un estudio de etnobotanica realizado por Pérez Negron y Casas (2007), en las inmediaciones
de Santiago Quitepec, Oaxaca, identifican el uso de 4. potatorum para lefia, control de erosion de swelo,
valla viva, alimento (las flores) y para la elaboracion de mezcal. Estiman aproximadamente 65,100
(cardonal 1), 18,900 (Tetechera 1) y 69,122 (tetechera2) plantas en un area de 36,800 m’, lo que nos daria
un aproximado de 4 plantas por metro cuadrado; sin embargo, dado que el principal uso que se le da en
estas comunidades esta relacionado con su evento reproductivo, (el escapo se utiliza parala construccion o
como lefa y las flores para la alimentacion), los autores identifican a esta especie como uno de los

recursos con mayor riesgo para su conservacion. (Perez Negron y Casas, 2007).

En los afios 2000 a 2002 el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolasy Pecuarias
(INIFAP) realizé una coleccion viva de germoplasma de agaves mezcaleros en las localidades de “El
Camaron” en Yautepec y en Sto. Domingo, ambos de Oaxaca en los que se incluyeron 20 plantas adultas
de cada una de las especies, incluyendo a A. cupreata y A. potatorum y reportan la dificultad de A.

potatorum para establecerse en la comunidad de Camarén (Espinoza Paz, 2005).

EL MEZCAL

El mezcal es una bebida alcoholica tipica de México que es obtenida a partir de la fermentaciony
destilacion del producto de la coccion bajo tierra de los tallos o piflas de mas de 21 especies distintas de
Agave (Colunga, 2006; Conabio, 2006). El tequila, una de las bebidas mas conocidas a nivel mundial, no
es mas que un mezcal industrializado y elaborado a partir de una especie particular en la Unica region

permitida: 4. tequilana en la region de Tequila Jalisco.

El término mexcal o mezcal es una palabra de origen néhuatl cuyas raices, segin Aguirre Riveray
colaboradores (2001) pudieran tener dos origenes: metxcalli (met/=Agave + ixcalli=cocido) 6 Metzcallalli
(metl + callalli=solar), en ambos casos refiriéndose a la planta que incluso hoy en dia se encuentra enlos
solares de los campesinos y que comtinmente es y ha sido cocinado para alimentacion y actualmente para

la elaboracion de la bebida alcohdlica.

EL PROCESO DEL MEZCAL

La elaboracion de mezcal varia grandemente entre regiones y costumbres locales, sin embargo, podemos
distinguir un proceso general que todos siguen (Conabio, 2006; Mtro. mezcalero Agustin Correa
Granados, palenque “Puerto del Balsamo” Gro, Com. pers.; Mtro. mezcalero Salatiel Molina, palenque
“La Mata de Otate”, Gro, Com. pers.; Mtro. mezcalero Lorenzo Angeles Mendoza palenque “Real

Minero”, Oax. Com. pers.) :
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Seleccion de plantas: En el caso de cultivo, se seleccionan las plantas de las que se obtendran semillas y/o
esquejes para su propagacion. En sitios que dependen de poblaciones silvestres, el maestro mezcalero va
seleccionando aquellas plantas que se encuentren en sitios y/o que tengan caracteristicas especificasce las
que, segun su conocimiento, puede obtener mayor y mejor cantidad de azucares y se espera hasta que la
planta inicie su etapa reproductiva. En el caso de la industria del tequila, la unica especie permitidaes4.

tequilana Weber Var. azul propagada en la mayoria de las veces, mediante bulbilos o cultivo de tejidos.

Corte: Una vez que la planta inicia su etapa reproductiva, ésta comienza a producir todos los azlcares
(principalmente fructanos) que va a destinar al néctar, polen y semillas de sus futuras flores. Durante su
elongacion, el escapo floral se corta con el objeto de acumular todos los aztlicares en el tallo (cabeza o
pina). Este procedimiento representa un verdadero problema para la conservacion, sobre todo para las
especies que carecen de reproduccion asexual como A. cupreata y A. potatorum, ya que se impide la
reproduccion de la planta. La elaboracion de un litro de mezcal tobala requiere de aproximadamentede3 a
5 “pifias” de 4. potatorum. Por otra parte, el uso de plantas inmaduras para la elaboracion de mezcal
(muy comtn en la elaboracion de tequila) disminuye la calidad de los alcoholes y le da un sabor picosoy

desagradable al producto.

Cosecha: Una vez que la planta ha madurado y concentrado todos sus azlcares en la base, la planta se
arranca del suelo y se cortan las hojas a ras del tallo utilizando, segun la region, barra, coa, hacha, o

machete y son transportados al sitio de elaboracion del mezcal o palenque.

Coccion: Los tallos de Agave sin hojas se cuecen para romper las cadenas de fructanos y obtener aziicares
sencillos que son comestibles y fermentables. La coccion tradicional se realiza en hornos depozo (hoyos
en el suelo revestidos de piedra o mamposteria). Primero se calienta la base del horno con carbon que se
cubre con petates, encima se colocan las cabezas de maguey y se cubren finalmente con petates, hojasde
palma, lona y tierra. Los materiales utilizados durante la coccion dan diferentes aromas y sabores al
destilado final. Una mala coccion también suele dar un sabor picoso al producto. Los procesosindustriales
de tequila han modificado este procedimiento utilizando autoclaves de vapor a presion y eliminando la

inmensa gama de sabores que este proceso brinda.

Molienda: La cabeza cocida o mexcalli (que también se aprovecha como dulce para los nifios) se martaja
en canoas de madera o de piedra, molinos de tipo chileno, trapiches, o incluso eléctricos con el objeto e

extraer sus jugos y facilitar la fermentacion. La industria del tequila utiliza prensas hidraulicas.

Fermentacion: Los jugos, con o sin bagazo, se vierten en tinas donde se les agrega agua para facilitarla
fermentacion. En este proceso los azucares del maguey se reducen para formar alcoholes y diversos
compuestos que agregan aroma y sabor al mosto o tepache. Como tina de fermentacion se puedeutilizar

troncos huecos, bolsas de cuero de vaca, hoyos en roca, tinas de madera o de barro, mamposteria o
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plastico. La industria del tequila utiliza tinas de acero inoxidable.

Destilacion: El mosto o tepache fermentado se destila dos veces en destiladores sencillos(tipo filipino), o
en alambiques tipo arabe de destilacion discontinua. En estos, los distintos alcoholes producidos durante la
fermentacion se van separando por su peso molecular: durante la primera destilacion se separay elimina el
primer producto que contiene metanoles, el resto de la destilacion es reintroducido para realizar la seginda
destilacion, en la que se recuperan y separan los alcoholes en tres fases: la primera o “punta” que contiene
alcoholes de 80% a 90% Alc. Vol., la segunda o “cuerpo” con alcoholes a 50% Alc. Vol. y finalmente el
ultimo producto con los alcoholes mas pesados de 25% a 30% Alc. Vol. En algunos sitios durante la
destilacion se agregan hierbas aromaticas (o incluso pechugas de pollo) que pueden dar un sabor diferente
al mezcal. La industria tequilera ha remplazado los alambiques de destilacion discontinua por alambiques

tipo arabe de destilacion continua en los que se obtiene una tinica fase final de destilado.

Rectificacion: Una vez concluida la destilacion y recuperadas las tres fases de la segunda destilacion
“punta, cuerpo y cola”, estas son mezcladas en las proporciones adecuadas para poder ofrecer unabebida
con la graduacion alcoholica adecuada. La Norma Oficial Mexicana del Mezcal permite graduacionesde
36% a 55% Alc. Vol. y establece dos tipos de mezcal: el tipo I o “Mezcal 100% Agave” que debe ser
rectificado exclusivamente con los mismos azucares obtenidos de la propia destilacion del Agave (punta,
cuerpo y cola) y el tipo II o simplemente “Mezcal” al que se autoriza su adulteracion hasta con 20% de

carbohidratos totalmente ajenos al Agave en perjuicio de la calidad y sabor del producto.

Abocado: Este constituye un proceso establecido por la Norma Oficial Mexicana que lo define como
“procedimiento para suavizar el sabor del mezcal, mediante la adicion de uno o mas productos naturales,
saborizantes o colorantes permitidos en las disposiciones legales correspondientes” (extracto de roble,

glicerina o jarabes a base de azucar, entre otros).

Estabilizacion y Maduracion: En algunas ocasiones el mezcal puede dejarse reposar o afiejar por algin
tiempo en barricas de madera o en botellas de vidrio. La Norma Oficial Mexicana del Mezcal determina
tres tipos de mezcal a partir de este proceso: el “mezcal afiejo”, que es madurado durante almenosun afio
en barricas de roble blanco o encino, “mezcal reposado” que se deja por lo menos dos meses en barricas

de roble blanco o encino y “mezcal joven” que no se deja reposar.

Envasado y etiquetado: Esta puede realizarse o no en el palenque. Atn no esta del todo regulado el
procedimiento de envasado del mezcal. Este proceso representa el punto que une la cadena productivay
de explotacion del recurso con el consumidor, el cual determina, en ultima instancia la magnitud de la

produccion y por ende la intensidad y calidad de la extraccion, propagacion y uso de los agaves.

Originalmente la produccion de mezcal recaia en un solo personaje: el maestro mezcalero, quese

encargaba desde la seleccion de las plantas hasta del envasado y venta del producto. Sin embargo, la
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intensificacion en la produccion y consumo del mezcal hace que cada vez sean mas los actores
involucrados en el proceso: los campesinos propietarios del terreno y de las plantas, los jornaleros que
cortan y cargan las pifias, los transportistas que llevan las pifias al palenque, los maestros mezcaleros
usualmente duefios del palenque y que supervisan la coccidon, fermentacion y destilacion, los peones que
trabajan en el palenque, las embotelladoras que compran el mezcal, lo abocan y envasan y finalmente

nosotros, los consumidores que determinamos el futuro de este recurso.

EL MEZCAL DE TEQUILA Y LA PERDIDA DE DIVERSIDAD

En los inicios del siglo XVII y debido a las diversas prohibiciones que la corona espafiola impuso
a las bebidas de origen no espainol (ver historia del mezcal en Apéndice II), la produccion de mezcalesen
Colima y Jalisco paso a la clandestinidad realizandose a nivel familiar y en tabernas establecidasen zonas
remotas de barrancos y montafias hacia el noreste (Tamaulipas) y sureste del pais (Michoacan, Gerrero y
Oaxaca), lejos de la supervision de la corona. La clandestinidad de la actividad y la persecucion por parte
de la corona seguramente imposibilito el establecimiento de grandes plantaciones, pero la demanda del
producto obligd a los productores a depender de las poblaciones silvestres de Agave del sitio en que se

encontraran, enriqueciendo la diversidad de especies con las que se elaboraba el vino mezcal.

A partir del permiso otorgado a José Cuervo en 1795, la produccidon de vino mezcal en Jalisco se
establecio formalmente e inicid una historia de industrializacion que represento (y aun representa)
ingresos significativos para ese Estado (Gutiérrez-Lorenzo, 2003). En busqueda de proteger a losgrandes
propietarios de la industria, surgié en 1972 la primera declaratoria de Denominacion de Origen del Estado
Mexicano: la del Tequila’ (Diario Oficial de la federacion, 13 Octubre, 1977) que establece quesolo podra
llevar el nombre “Tequila” aquella bebida realizada segin el protocolo establecido por la Norma Oficial y
que se realice en cualquier municipio del Estado de Jalisco, en ocho municipios de Nayarit®, siete
municipios de Guanajuato’, treinta municipios de Michoacan'® u once de Tamaulipas'' (Figura 5). Porsu
parte, la Norma Oficial Mexicana (Diario Oficial de la federacion, 6 de enero, 2006) establece (ademésde
la dilucion o abocado hasta del 49% con colorantes, extracto de roble, glicerina o jarabes a base de aziicar
y de provenientes 100% de agave o hasta 49% de otros azucares) que debe ser realizado unicamente con

Agave tequilana Weber variedad azul.

Para 2008, México cuenta con 11 denominaciones de origen: Tequila, Mezcal y Bacanora (todas estas producto de la destilacion de Agaves),
Sotol (destilacion de la Agavacea del género Dasy lirion sp.), Charanda, Mango ataulfo, Café de Veracruz, Café de Chiapas, Madera de
Olinal4, Ceramica Talavera y Ambar de Chiapas.

Nayarit: Ahuacatlan, Amatlan de Canas, Ixtlan del Rio, Jala, Xalisco, San Pedro Lagunillas, Santa Maria del Oroy Tepic

Guanajuato: Abasolo, Cd. Manuel Doblado, Cueramaro, Huanimaro, Pénjamo, Purisima del Rincén y Romita

Michacan: Briseflas de Matamoros, Chavinda, Chilchota, Churintzio, Cotija, Ecuandureo, Jacona, Jiquilpan, Maravatio, Marcos Castellancs,
Nuevo Parangaricutiro, Numaran, Pajacuaran, Periban, La Piedad, Régules, Los Reyes, Sahuay o, Tancitaro, Tangamandapio, Tangancicuaro,
Tanhuato, Tinguindin, Tocumbo, Venustiano Carranza, Villa Mar, Vista Hermosa, Yurécuaro, Zamora, Zinaparo

Tamaulipas: Aldama, Altamira, Antiguo Morelos, Gomez Farias, Gonzilez, Llera, Mante, Nuevo Morelos, Ocampo, Tula y Xicotencatl

ANTECEDENTES - EL MEZCAL - 18-



Genética de poblaciones silvestres y cultivadas de dos especies Mezcaleras: Agave cupreata'y Agave Potatorum

La presion de seleccion impuesta por la economia mexicana mediante la declaracion de estas
normas favorecid el reemplazo de los métodos tradicionales de elaboracion de mezcales asi como la
diversidad de especies utilizadas y sembradas en la zona por un s6lo método y especie: el establecido por
la Norma Oficial Mexicana (Valenzuela-Zapata, 1995) y hoy en dia es frecuente encontrar extensas
plantaciones de esta planta fuera de su rango normal de distribucidon (obs. pers).  El aumento en la
demanda de este producto ha llevado a las grandes compaiiias tequileras a buscar mecanismos para
incrementar tanto la produccion como la calidad de su producto mediante la propagacion clonal in viro
reemplazando selvas bajas, matorrales y encinares por extensos monocultivos de 4. tequilana Var. Azul.
Tal depredacion fue aplaudida y reconocida por la UNESCO en 2006 como patrimonio de la humanidad

en la categoria de Paisaje cultural.

Figura 5. Denominaciones
de origen para el género
Cienominaciones da Orgeny Agave: mezcal,tequilay
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Gil Vega y colaboradores (2001) analizaron la diversidad genética de poblaciones de A. tequilana
Weber en Jalisco mediante RAPD’s y encontraron valores de polimorfismo muy bajos (0.8%) en eltotal
de las poblaciones que analizaron, mientras que las distancias genéticas entre las variedades Azul, Chatoy
Siguin era de 0.06, 0.12 y 0.15 respectivamente, lo que pone en gran riesgo la diversidad genética de la
especie y por ende, la produccion de esta bebida. En 2006, la misma autora reanalizdo muestras dcADN
total de esta especie en el estado de Guanajuato mediante AFLP's (marcador con el que obtuvieron 333
bandas), calculando el indice “Dice” (Neiy Li, 1979: en Gil-Vega et al., 2006), el cual es utilizado para
identificar polimorfismo en secuencias de sitios de restriccion mitocondrial. Encontrd niveles de
polimorfismo de 61% entre nueve variedades de 4. tequilana Weber y del 26% al interior de las
variedades de 4. tequilana Weber var. azul, valores que, aunque mayores a los obtenidos con RAPD’s s¢
encuentran aun por debajo de los reportados con marcadores de menor variacion como ISSR’s (Gil-Vega

et al., 2006).
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En un analisis mediante ISSR's de diversas poblaciones silvestres y poblaciones cultivadas bajo
manejo tradicional y bajo manejo comercial, Vargas Ponce (2007), encontrd niveles de heterocigosisy
polimorfismo mayores para las poblaciones silvestres (He,om = 0.32, P = 87.9%) que para laspoblaciones
bajo manejo tradicional (He,m = 0.27, P = 69.28) y en estas ultimas, niveles casi tres veces mayores que
en las poblaciones bajo manejo comercial (variedades de azul: He = 0.08, P = 20.2%) (Vargas-Ponce,
2007). Los niveles relativamente altos de polimorfismo encontrados en este estudio como en el de Gil-
Vega (2006), contrastan con los bajos niveles de heterocigosis, indicando una variacion inestable pues
indica que la variacion se encuentra mayoritariamente en estado homocigo, por lo que los alelos podrian

fijarse rdpidamente perdiendo la variacion.

Vargas-Ponce (2007) también analiz6 la variacion morfologica en plantas de la region cel tequlay
observo una correlacion negativa entre la intensidad del manejo y la variacion morfologica de plantasde
esta especie, reflejo de que los productores estan seleccionando plantas medianas a grandes con tallo largo

y pocas hojas.

El mismo efecto de pérdida de diversidad puede observarse en el caso del henequén (A.
furcroydes), especie que debido a la intensificacion de su cultivo durante la época de las haciendas
henequeneras de Yucatan con fines exclusivamente cordeleros, presenta poblaciones naturales que han

perdido practicamente su variacion genética (Colunga-Garcia, et al., 1999).

MEZCAL TRADICIONAL, DENOMINACION Y NORMA

Para todo mal ... mezcal
y para todo bien.... también
(Proverbio popular)

Mezcal es, ha sido y debera seguir siendo sinonimo de diversidad; no solo por las mas de 21
especies de las que se elabora (Tabla 3), la gran variacion de paisajes que abarca y el gran numero de
especies animales que visitan sus flores, sino también por las regiones y procedimientos de coccion,

maceracion, fermentacion y destilacion, asi como una gran variedad de eventos y modos de tomarlo.

El modelo de desarrollo economico del tequila motivo a la Cadmara Nacional de la industria del
Mezcal A.C. a solicitar, en 1994, la Denominacion de Origen Mezcal ante el Instituto Nacional de
Propiedad Industrial, cuya declaratoria se expide el 11 de noviembre de 1994 (y se modifica dos veces:
noviembre 2002 y febrero 2003) estableciendo que la bebida denominada Mezcal es aquella realizada
segin la Norma Oficial Mexicana del Mezcal en los estados de Guerrero, Oaxaca (particularmente la
“Region del Mezcal”: Sola de Vega, Miahuatlan, Yautepec, Santiago Mantatlan, Tlacolula, Ocotlan, Eptla

y Zimatlan), Durango, San Luis Potosi, Zacatecas, un municipio de Sinaloa: Mazatlan y once municipios
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de Tamaulipas: San Carlos, San Nicolas, Burgos Miquihuana, Bustamante, Palmillas, Jaumave, Tula,
Cruillas, Jiménez y Méndez (Diario Oficial de la Federacion, 28 de noviembre de 1994, 13 de junio de
2002, 11 de febrero 2003, 4 de junio de 1994 y 17 de agosto de 1994). Dividiendo asi la distribucion dela
bebida en dos regiones: Norte y Sur, quedando excluidos los estados de Michoacan, Tlaxcala, Hidalgo,
Morelos, Puebla y Guanajuato (Figura 5).

El 4 de junio de 1997 la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial expidio la “Norma Oficial Mexicana
(NOM-070-SCFI-1994), Bebidas Alcoholicas-Mezcal-Especificaciones”, en la que se establecen las
caracteristicas y especificaciones que deben cumplir los productores o comercializadores de mezcal. En
esta NOM se establece que la elaboracion de mezcal dependera de: “A. angustifolia, A. esperrima (sic)
((A. asperrima = A. scabra?), A. weberi, A. potatorum, A. salmiana y otras especies de Agave, siemprey

cuando no sean utilizadas como materia prima para otras bebidas con denominacion de origen”.

En cuanto al procedimiento, define dos tipos de mezcal: tipo I (con aztcares 100% de agave)o
tipo II (hasta 20% de otros azucares) y tres tipos de categoria: Afiejado (madurado al menos un afio),
Joven (sin madurar) y Reposado (madurado al menos 2 meses), todos ellos con 36% a 55% Alcohol /Nl
y permitiendo en todo caso el abocado (suavizacion del sabor) mediante productos naturales, saborizantes

o colorantes.

El mismo caso del tequila debe servir para reconsiderar los riesgos que puede tener la aplicacion
de una norma que no esté sustentada en el conocimiento de la ecologia, distribucion, genética de la

especie, y usosy costumbres de quien la utiliza.

El aumento en el consumo de mezcal, asi como el cambio de uso de suelo rural con otros fines,
afectd de forma significativa el tamafio de las poblaciones naturales de algunas especies de Agave
utilizadas para la elaboracion de esta bebida. Un estudio preliminar de la demografia de poblaciones de
Agave cupreata bajo manejo intensivo elaborado por GEA 'y Conabio, indica que las poblaciones bajo
explotacion intensiva, estdn decreciendo (A< 1) a un ritmo aproximado de 3 a 5% anual, sugiriendo que
las poblaciones estdn en peligro de desaparecer a mediano plazo si no se garantiza el reclutamiento y
supervivencia de nuevos individuos (Illsley et al., 2007). Cabe recordar que el tamafio poblacionalesun

factor fundamental en los procesos de deriva génica.

La organizacion campesina “S.S.S. Sansekan Tinemi” con el apoyo del “Grupo de Estudios
Ambientales A.C.”, preocupados por la desaparicion de los recursos para el mezcal y de la preservacion ce
la diversidad biologica y cultural, establecieron 9 viveros comunitarios que producen alrededor de 2
millones de plantulas por afio obtenidas a partir de semilla proveniente de areas naturales bajo manejo

extensivo (silvestres) de la region y cuyo objetivo es el repoblacion (Illsley et al., 2007).
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Tabla 3. Especies con reportes de uso para mezcal. (Conabio, 2006; Colunga, 2006; Gentry, 1982).

Especie

Nombre comin

Distribucion

A. angustifolia

A. salmiana
ssp. crassispina

A. maximiliana

A. duranguensis

A. inaequidens

A. cupreata

A. potatorum

A. americana

A. karwinskii

A. rhodacantha
A. lophanta
A. tequilana.

A. marmorata

A. americana
var. oaxaquensis

A. funkiana
A. hookeri

A. kerchovei

A. palmeri

A. scabra

A. seemanniana

A. shrevei

chelem (maya), doba-yej (zapoteco), hamoc (seri), juyacuu
(mayo), yavi incoyo (mixteco), amole, bacanora, maguey de
campo, espadilla, espadin, mezcal, zapupe

Mbinuada (otomi), bronco, cimarrén, manso, verde.

Lechuguila, manso tecolote.

cenizo

hocimetl (nahatl), lechuguilla.

papalometl (ndhuatl), yaabendisi (mixteco), ancho, cimamron
maguey de mezcal, paplote, tuchi.

bilia, dob-bé, bob-la (zapoteco), papalometl (ndhuatl),
yauiticushi (mixteco), maguey de monte.

t' ax' uada (otomi), teometl (ndhuatl), americano mezcal,
serrano.

al-mal-bi-cuish (chontal), bicuixe, dob-cirial, madrecuixe,
tobasiche (zapoteco), cachutum (popoloca), barril, cirial

quixe, mexicano, mezcal, maguey de monte.
estoquillo, lechugilla, mezortillo
tequila (nada mas).

du-cual (zapoteco), pitzometl (ndhuatl), maguey de caallo,
curandero, tepezate.

dua-bzog (zapoteco), yavi cuan (mixteco), arroqueiio, blanco,
castilla cenizo, maguey de coyote, de pulque, de rayo sierra
negra

Henequén, Ixtle de Jaumavé, Lechuguilla,
Ixquitécatl (ndhuatl), Mezcal Bravo,

Cacalla, tunecho de cacaya, Cachroja (popolca), Duba-gu
(zapoteco), Ixtle amarillo, lechuguilla dura, maguey de
conejo, magey de pasmo, maguey escobeta, maguey jabal
maguey lechuguilla dura, pasmo, tunecho de ixcle.

Agave de palmeri, chino bermejo, lechuguilla, mano larga

Con ¢, Con ¢i ¢' opak (Tzeltal ), Lamparillo o Lampotillo,
Lechuguilla, Maguey bruto, Maguey cenizo. Maguey de
cerro, Maguey mezcal, Maguey serrano,

Maguey chato

Mahi totosa, Totosa, Tosali u O'tosak, Mé (Raramuri),
Bacanora, Ceniza, Lechugilla

Toda 1la Sierra Madre Oriental, Eje
Neovolcanico, Sierra Madre del Sur, Peninsula
de Yucatan.

Altiplano Zacatecano-Potosino, Sierra madre
Occidental, Eje Neovolcanico y Depresion del
Balsas y Sierra Madre del Sur.

Sierra madre occidental y sierra madre
oriental.

Sur de la sierra madre occidental y oestedeEje
Neovolcanico

Sur de la sierra madre occidental y oestedeEje
Neovolcanico Depresion del Balsas y Sierra
Madre del sur.

Depresion del Balsas.

Depresion del Balsas y Noreste de Sierra
Madre del sur.

Norte de Sierra madre Oriental, sur del
altiplano Zacatecano-Potosino y Sierra madre
del sur oaxaquefia.

Zona central de la Sierra madre del sur en
Oaxaca.

Descierto sonorense, costa del pacifico
Vertiente al Golfo de la Sierra Madre Oriental
Cultivada.

Sierra Madre del Sur.

Valle de Tehuacan y extremo oriental e la
cuenca del balsas.

Sierra Madre Oriental.
Depresion del Balsas.

Sierra madre del sur, porcion oriental del eje
Neovolcanico y sur de Sierra Madre Oriental.

Desierto sonorense.

Desierto Chihuahuense. ¢hasta sierra madre
del sur?

Chiapas a Nicaragua.

Sonora y Chihuahua-Sonora.
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LA GENE . .

Durante millones de afios, las fuerzas evolutivas han generado, modificado, seleccionado y
combinado toda la diversidad de formas de vida que conocemos en el planeta a partir de unos pocostipos
celulares originales. La desaparicion o reduccion de poblaciones especificas de organismos también scha
presentado de forma natural acompaifiando los procesos de formacion de nuevas especies; sin embargo,
ningin ser viviente conocido ha tenido tanto impacto en la diversidad como el hombre, ya sea por
eliminacion directa, por modificacion, fragmentacion, eliminacion del habitat o mediante ladomesticacion

y seleccion artificial (Vida, 1994; Mace et al., 1996; Eguiarte y Pifiero, 1999; Conner y Hartl, 2004).

La biologia moderna brinda herramientas muy poderosas'’ que permiten cuantificar conceptos
complejos como diversidad y evolucion, una de ellas es la genética molecular Los genes constituyen
los reservorios de informacion actual, pasada y futura de los diversos fenotipos que constituyen la
diversidad y sobre los cuales actuan los diferentes mecanismos de la evolucion como son la mutacion, la
seleccion, la migracion, la deriva, y la endogamia, generando, moldeando, seleccionando o eliminando
todas las variantes de vida que hoy observamos. El estudio y comprension de sus patrones de variacion
permiten identificar componentes especificos o puntos de riesgo para la preservacion de una especie,
particularmente aquellas que se encuentran en riesgo de extincion o bajo intenso manejo humano. La
Tabla 4 muestra los valores de diversidad medida en heterocigosis esperada y polimorfismo para diversas

especies que se encuentran en algun estatus de conservacion. (Mace et al., 1996; Loeschcke et al, 1994).

Como ejemplo de lo anterior, se pueden mencionar los trabajos de Vrijenhok (1994) quien observo
una correlacién directa entre la diversidad genética (estimada mediante polimorfismo de isoenzimas)y la
mortandad, tasa de crecimiento, fecundidad y estabilidad de desarrollo de poblaciones de peces del género
Poecilopsis, en la que los individuos heterdcigos presentaban mayor adecuacion que los homocigos. Los
trabajos de Scher (1996), documentaron una fuerte estructuracion local con altos niveles de homocigosis
en poblaciones silvestres de Taxus brevifolia (especie de la que se obtiene taxol, un agente anticancerigeno
y cuyos tamafios de poblaciones silvestres estan en declive), ocasionado por la propagacion clonal de
plantaciones y fragmentacion del habitat. Los trabajos de Hoelzel et al., (1993) determinaron que la
ausencia de variacion genética en el elefante marino (Mirounga angustirostrus) es debida a un intenso
cuello de botella (a 10 individuos) ocurrida en el pasado. Savolainen (1994) encontro altos niveles de
depresion por endogamia en diversas especies de Pinus, que podrian poner en riesgo la existencia de sus

poblaciones.

12 .
Aunque no omnipotente.
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Tabla 4. Heterocigosis (He) y porcentaje de loci polimorficos (%P ) de especies en riesgo o algun estatus de conservacion.
Modificado de Eguiarte y Pifiero (1999).

Especie Marcador iz; He %P Nota

Mirounga angustirostris’ Isoenzimas 21 0.0 0.0 Elefante Marino. Solo quedaban 20 en 1890 en California y en México
(Bonell y Selander, 1974. Science, 184(4139):908-909.)

Acinonyx jubatus Isoenzimas 47 0.0 0.0 Cheeta. Solo quedaban entre 1500 y 25000 en Sud Africa en 1983. (O’Brien etal.,
1983. Science, 221(4609):459-462. En: Eguiarte y Pifiero (1990).)

Crysoplenium iowense Isoenzimas 18 0.0 0.0 Hierba endémica y relictual de Canada. (Schwartz 1985. Can. J. Bot. 63(11):2031—
2034.)

Lisianthius skinneri Isoenzimas 6 0.032 13.1 Arbusto endémico de Guatemala a Panama que se autopolinizan y pasaron por cuelo
de botella reciente.
(Sytsma y Schaal, 1985. Evolution. 39(3):582-593.)

Pinus torreyana Isoenzimas 25 0.00 0.00 Pino endémico. Cuello de botella reciente, quedaban 3400 en 1973 en California.
(Ledigy Conkle. 1983 37(1):79-85.)

Pedicularis furbishiae Isoenzimas 18 0.00 0.00 Hierba perenne, endémica a un valle del noreste de E.U. y en peligro de extincion.
(Waller, O’Malley y Gawler, 1987. Cons. Biol.. 1(4):335-340.)

Lacandonia schismatica  Isoenzimas 18 0.00 0.00 Especie rara, microendémica y relictual de la Selva Lacandona en México
(Coello, Escalante y Soberon. 1993. Ann. of Miss. Bot. Gar. 80(4):898-901.)

Ceriops decandra ISSR 11 0.25 72 Integrante de Mangles tropicales. Poblaciones bajo explotacion intensa en islas
filipinas cuyas poblaciones se intenta recuperar. (Tan etal., 2005)

Megacodon stylophurus ~ 1ISSR 13 0.08 11.2 Hierba perenne alpina de distribucion restringida al Himalaya (Ge et al., 2005)

Hesperozygis ringens ISSR 9 0.16 2.6 Arbusto endémico de Rio Grande do Sul Brasil en peligro de extincién por su
sobreexplotacion como planta medicinal (Fracaro y Echeverry garay, 2006)

Hagenia abyssinica ISSR 15 0.30 73 Arbol tropical considerado como en peligro en Etiopia por su sobreexplotacion parak
extraccion de farmacos (Feyissa et al., 2007)

Nouelia insignis ISSR 11 0.14 63.5 Arbusto endémico de china que se encuentra en peligro de extincion por destruccion
de su habitat (Shanshan et al., 2006)

Cycas guizhouensis ISSR 11 0.06 14- Cicada endémica del sudeste de china en peligro de extincion por destruccion de su

21 habitat (Long Qian, et al., 2004)

Cupressus chengiana ISSR 10 031 985 Arbol endémico de China cuyas poblaciones se encuentran en declive por su
extraccidn como madera (Bingquing et al, 2006)

Pinus squamata ISSR 17 0.03 12.3 Especie de pino en endémico de china en peligro de extinsion. quedan 32 individuos.

(Zhi Yong et al., 2005)

Dentro de las principales causas genéticas que pueden presentar algin riesgo para el desarrollo deuna

poblacion podemos mencionar: la eliminacion o disminucion de la variacion (la cual es condicion
indispensable para conservar los procesos evolutivos), la sobre expresion de genes recesivos deletéreoso
letales, los cambios en las frecuencias alélicas por deriva génica ain en contra de los que se mantenddan
por seleccidon natural, el reemplazo de genotipos adaptados por el de una clona con menor adaptaciéonal
ambiente, o el cambio de pico adaptativo generado por exceso de flujo génico con una poblacion de menor
adecuacion (Soulé, 1985; Vida, 1994; Allendorf y Luikart, 2007; Mace et al., 1996; Eguiarte y Pifiero,
1999).

A. tequilana aparenta no presentar ningiin problema de conservacion ya que sus poblaciones cubren
grandes extensiones de territorio en el estado de Jalisco; sin embargo, los estudios de diversidad genética

realizados en la especie (ver arriba), indican niveles de polimorfismo de 0.8% o 26% (dependiendo del
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marcador molecular Gil-Vega, 2001 y 2006, respectivamente) y de heterocigosis de 0.08 (Vargas-Ponce,
2007) valores equiparables (o incluso menores) a los reportados con ISSR’s en especies bajo algin estatis

de conservacion (Tabla 4).

Si bien no existe ningln estudio que reporte depresion por endogamia o de tamafios poblacionales
pequeiios, en 4. tequilana si existe el caso de pérdida de cultivos completos por propagacion clonal de
genotipos susceptibles a enfermedades. Valenzuela-Zapata y Nabhan (2003) reportan que en 1988 enla
region de Tequila, Jalisco, “corrid el rumor de una de las plagas mas agresivas nunca antes vista en la
region, conocida como el anillo rojo” (enfermedad ocasionada por el hongo ascomicete Fusarium sp) que
para mediados de los 1990's dejo de ser un rumor y acabd con mas del 20% de las plantaciones de 4.
tequilana llevando a un peligroso extremo la ya reducida existencia de esta planta'’. Actualmentesecree
que la intensidad de esta epidemia fue debida a la propagacion clonal masiva de un genotipo susceptible al

patogeno (Valenzuela-Zapata, 1995, 2003, 2007)

En un breve analisis forestal sobre la capacidad atrayente de plagas de distintas especies e individuos de
Agave mezcalero realizado por el INIFAP, en Oaxaca (Espinoza Paz et al., 2005), encontraron que las
diferentes especies, variedades e individuos presentan distinta capacidad atrayente de insectos, bacteriasu
hongos, lo que podriamos interpretar como un indicio de susceptibilidad de genotipos particulares a las
enfermedades que se presentan en Agave. Por suparte, Lopez Sdnchez (1989), analizo las enfermedades
que afectan los cultivos de 4. angustifolia y A. americana en Tlacolula Oaxaca y report6 cuando menos 8
enfermedades y 10 especies de hongos ascomicetes (entre ellos Fusarium sp), enterobacterias, einsectos

que las ocasionan (Lopez-Sadnchez, 1989; Espinoza-Paz et al., 2005) .

LOS MARCADORES MOLECULARES

Actualmente la biologia usa una serie de marcadores moleculares especificos o generales, de muy
diversas metodologias (basados en PCR, en secuenciacion, en electroforesis, en radioactividad, en
inmunoactividad, etc.), para el estudio del material genético de los individuos. La seleccion delmarcador
molecular es decisiva en un estudio genético, pues segun la naturaleza de éste, podran apreciarse aspectos
particulares de los datos y de la historia que presentan. Los marcadores no codificantes del genomason
de interés en los estudios de conservacion, pues al no estar implicados en la codificacion de caracteresen
este momento “utiles” a los organismos, son la materia prima de la evolucion futura de los organismos

(Eguiarte y Pifiero, 1990; Futuyma, 1998; Conner y Hartl, 2004).

Esta epidemia junto con la eliminacion de diversas plantaciones por razones econémicas (aumenta la venta de tequila y las destiladoras
comienzan a pagar menos a los productores quienes deciden abandonar sus plantaciones) genero la llamada “Crisis del Tequila”, €minoque
después se utilizo para referirse a la crisis generada por el gobierno mexicano zedillista en 1994 al devaluar el peso a menos de la miaddesu
valor.
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Una de las familias de marcadores no codificantes es la de variacion an6nima de secuencia
arbitraria, que se basan en el uso de un iniciador aleatorio a partir del cual se amplifica una region
completa del ADN. Segim Karl (1996), estos marcadores presentan varias ventajas para el analisis dela
variacion: muestrean loci distribuidos aleatoriamente por el genoma, lo que permite en teoria tener la
representacion de la variacion genética total de una poblacion; generan una gran cantidad de informacion a
partir de un bajo esfuerzo de realizacion; su naturaleza aleatoria permite obtener datos de regiones bajo
seleccion, neutrales pero ligadas a regiones sujetas a seleccidon o regiones estrictamente neutrales y son
aplicables a practicamente todas las especies. Un estudio tipico realizado a partir de marcadores

arbitrarios resulta en la obtencion de dos o mas alelos de varios loci para cada individuo (Karl, 1994).

Tabla 5. Resumen de algunos marcadores moleculares utilizados en genética de poblaciones

. Dom/ - .
Marcador Polim. Codom Descripcion Referencia

RAPD Alto Dom Se extrae ADN, y mediante PCR se amplifican primers totalmente aleatorios (ya Enrech, 2000
(Randomly  Amplified estandarizados) de aprox. 20 pb que se visualizan mediante electroforesis en geles
Polimorphyc ADN) de agarosa.
RFLP Bajo Cod. Se extrae ADN y se corta con enzimas de restriccion cuy os productos se visualan Vos et al,
(Restriction ~ Fragment mediante electroforesis en geles de agarosa. 1995
Length Poly morphisms)
AFLP Altisimo  Dom. Se extrae ADN y se corta con enzimas de restriccion. Los fragmentos se ligancon Mueller y
(Amplified  Fragment adaptadores (estandarizados) y se amplifica mediante PCR fragmentos especificos Wolfanbarger
Lenght Poly morphism) con primers (estandarizados) disefiados a partir de la secuencia de restriccion ode , 1999

adaptacion. Los productos de amplificacion se visualizan con geles de agarosa

mediante electroforesis
Microsatélites 6 SSR Alto Cod. Un microsatélite es una region no codificante del ADN. Se extrae ADN nuclearo Chambers y
(Simple Sequence de organelos. Se disefian primers especificos de di, tri, tetra o penta nucledtidos MacAvoy,
Repeated) repetidos de aprox. 6 pb conforme a la secuencia del organismo a analizar que se 2000

amplifica mediante PCR y se visualizan mediante geles de poliacrilamida o en

secuenciador.
Minisatélites Medio Cod. Regiones no codificantes del ADN mas pequefios que los microsatélites de 10 a

100 pb de dinucleotidos repetidos. Se extrae ADN nuclear o de organelos. Se

disefian primers especificos de di, tri, tetra o penta nucleodtidos repetidos de aprox.

6 pb conforme a la secuencia del organismo a analizar que se amplifica mediane

PCRy se visualizan mediante geles de poliacrilamida o en secuenciador.
ISSR Alto Dom. Se extrae ADN y se amplifica mediante PCR con primers cortos de Wolfe, 2005
(Inter Simple Sequence aproximadamente 14 di tri o tetra nucledtidos repetidos disefiados a partir de
Repeated) secuencias de microsatélite. El producto de amplificacion se visualiza en gelesde

agarosa mediante electroforesis.
Secuenciacion Total Cod. Representa uno de los mejores métodos pues brinda la secuencia exacta del locus

(2n) analizado, sin embargo requiere del disefio de iniciador es especificos para ellocus
Dom. (n) a secuenciar y su costo es moderado a alto.

Isoenzimas Medio Cod. Este método fue el primero en desarrollarse y ha sido ampliamente utilizado.

Consiste en correr mediante electroforesis las distintas variantes de una proteina
para describir las variantes.

En la Tabla 5 mostramos un resumen de algunos de los marcadores moleculares de mayor uso en
genética de poblaciones. De los marcadores mas utilizados en conservacion y genética de poblaciones
podemos mencionar los microsatélites, que son regiones neutras (materia de evolucion), con suficiente

variacion como para diferenciar dos individuos de la misma poblacion, sin embargo, al ser especificos
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requieren de la determinacion precisa de la secuencia del iniciador , lo que puede constituir un proceso
largo y costoso. Otro marcador muy utilizado son las isoenzimas, sin embargo, pueden subestimar la
variacion, ya que las proteinas suelen estar bajo seleccion purificadora, ademas de constituir una técnica
laboriosa que requiere de mucho trabajo de laboratorio; los RAPDS (Random Amplified Polymorphic
ADN) fueron utilizados durante mucho tiempo, sin embargo constituyeron una técnica de dificil
reproducibilidad, lo que dificultaba la repeticion de los resultados. Los RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism) son marcadores utilizados principalmente cuando no es posible detectar variacion
con otros marcadores, pues resultan en una cantidad sorprendentemente alta de polimorfismo; sin embargo
la lectura de los geles resultantes puede ser muy dificil debido a la inmensa cantidad de variacion. Los
ISSR (Inter Simple Sequence Repeated), son un marcador de bajo costo, facil estandarizacion y
elaboracion y con alta reproducibilidad que proporcionan suficiente variacion como para analisis de
genética de poblaciones; sin embargo, al ser de naturaleza dominante'* requiere de la suposicion de
equilibrio Hardy Weinberg en la determinacidon de las frecuencias alélicas e imposibilita el calculo de

diversos parametros evolutivos.

Los ISSR

La técnica ISSR fue desarrollada por Zietkiewicz y colaboradores del Service de Génétique
Meédicale de Montreal, Canadd en 1993 (Zietkiewicz, 1994). Es un método sencillo, rdpido y de bajo
costo, basado en la amplificacion selectiva, mediante PCR de regiones inter microsatélite, tomando como
iniciadores secuencias de 16 a 25 pb de di, tri, tetra o penta nucleotidos repetidos (Figura 6). Pueden estar
o no anclados en su extremo 3’ 0 5’ mediante 1 a 4 bases degeneradas y segregan como marcadores
dominantes siguiendo herencia mendeliana simple (Zietkiewicsz et al. 1994; Bornet y Branchard 2001;

Pradeep et al. 2002; Wolfe 2005).

Debido a que estos marcadores amplifican regiones aleatorias del genoma, la identificacion de
frecuencias genotipicas resultantes no puede ser directa. La existencia o no de una secuencia
complementaria a nuestro iniciador de PCR en el ADN del organismo se refleja en la presencia o ausencia
de una banda en gel de agarosa. De esta forma, suponiendo diploidia y dominancia'’ de la presencia sobre
la ausencia de una banda, la ausencia es interpretada como un fenotipo de tipo recesivo codificadaporun
genotipo del tipo ausencia-ausencia mientras que la presencia de la banda puede ser interpretadacomo un
heterocigo (presencia-ausencia) o como un dominante (presencia-presencia). Debido a que en caso de

presencia no se puede distinguir al heterdcigo del dominante se utiliza la frecuencia del genotipo recesivo

'"*" En los marcadores dominantes no se puede distinguir el fenotipo heterdcigo del homdcigo dominante, por lo que el calculo de frecuencias

alélicas se realiza asumiendo equilibrio de Hardy Weinberg mediante la raiz cuadrada de la frecuencia del genotipo recesivo.

15 . . . .
Debido a este supuesto, es que a este tipo de marcadores se les conoce genericamente como “Marcadores Dominantes”.

ANTECEDENTES - LA GENETICA DE LA CONSERVACION -27-



Genética de poblaciones silvestres y cultivadas de dos especies Mezcaleras: Agave cupreata'y Agave Potatorum

para determinar, a partir de las proporciones en Hardy-Weinberg, las frecuencias alélicas

Amplificado

5| —_— 3-
_ CICTCTCTCTICTCTCICT .
| T AR CACREACACACACAL]
[EAGAGAGAGAGAGRGAGAG—
| AGAGAGAGAGAGAGAGAG | |

3 Iniciador 1ISSR 3

Wicrozatélite

Figura 6. Esquema de anplificacion de ISSR. Los iniciadores de
ISSR (gris claro), presentan una secuencia complementaria a
microsatélite (gris obscuro) por lo que durante el PCR se alinean al
inicio (con anclaje en el extremo 3’ como en el grafico) o al final(con
anclaje en 5°) del microsatélite, amplificando la region ubicadaentre
dos microsatélites.
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OBJETIVOS

Los agaves son un grupo de plantas que se distribuyen principalmente en México, de origen muy
reciente que muestran una gran diversificacion. La produccion de mezcal depende de la extraccion y
procesamiento del tallo y bases foliares (cuerpo) de estas plantas antes de la formacion de sus flores y
generalmente a partir de poblaciones silvestres. El aumento en la demanda del producto podria poneren
riesgo a las poblaciones de 4. cupreata y A. potatorum dado que estas dependen exclusivamente de la
reproduccion sexual para reproducirse. Es por esto que en el presente trabajo se definieron lossiguientes

objetivos:

¢ Conocer y analizar los niveles de variacion y estructuracion genéticas dentro y entre las poblacionesde
dos especies de Agave ampliamente utilizadas para la elaboracion de mezcal en los estados de Guerreroy

Oaxaca: A. cupreata, y A. potatorum

e Estimar las distancias genéticas que separan a las especies y sus poblaciones y esclarecer sus relaciones

de similitud.

e Comparar el efecto que tiene el manejo humano (mediante viveros) en la variacion genética de

poblaciones silvestres de 4. cupreata.

e Generar informacion basica necesaria sobre la genética de la conservacion del germoplasma de A.

potatorum y A. cupreata.

e Interpretar estos datos en funcidn de la biologia e historia del grupo asi como de los impactos afuturo
que pueden traer su explotacion para que sean incorporados a nuevos planes de manejo en beneficio tanto

de la industria local mezcalera como de la conservacion de estas especies.

OBJETIVOS - -29.



METODOLOGIA

SELECCION DE MUESTRAS

De las especies utilizadas para la elaboracion de mezcal, se escogieron A. cupreata 'y A. potatorum por
diversas razones: se contaba con muestras procedentes de viveros de A. cupreata de la organizacion
campesina Sansekan Tinemy cuya comparacion con las poblaciones silvestres de procedencia aun no
habia sido realizada y el laboratorio de Evolucion Molecular y Experimental del Instituto de Ecologade

la UNAM contaba con una vasta coleccion de tejido congelado.

Utilizando como referencia los datos de distribucion potencial para la especie elaborados por
Conabio (2006), y los datos de registro de herbario existentes para las especies en el Herbario Nacional
(UNAM), se utilizaron siete muestras de 4. cupreata: tres provienen de plantaciones en viveros del estado
de Guerrero (C1 “Vivero Ayahualco”, C4 “Vivero La Esperanza” y C5 “Vivero Trapiche Viejo”), tresde
poblaciones silvestres de el mismo estado (C2 “Ayahualco”, C10 “Mesones” y C13 “La Laguna”) yuna
silvestre en Michoacan (C14 “Etlcuaro”), que representa la distribucidén mas al norte de la especie. Para
A. potatorum se seleccionaron ocho poblaciones silvestres: una en el estado de Puebla (P13 “Azumbilla”)
que representa la poblacion més nortefa, y las demas en el estado de Oaxaca (P11 “Zapotitlan”, P12
“Tequistepec”, P4 “Sn. Dionisio”, P6 “Albarradas”, P7 “Miahuatlan”, P9 “Sta. Catarina” y P10
“Yanhutilan™) (Tabla 6 y Figura 7).

Cabe mencionar que siete de las poblaciones estudiadas (P11, P12, C1, C2, C4, C5, C10) se
ubican en el area de interseccion de las distribuciones potenciales de ambas especies, dos de ellas (lasmas
lejanas) C14 y P13 fuera del area de denominacién de origen Mezcal. En los alrededores de la poblacion
P10 “Yanhuitldn” se encontraron hornos para cocinar maguey que datan de 2000 a.c. (Winter,2004) y en
cuevas de Tehuacan Puebla (cercana a las poblaciones P13 y P12) Callen (1965) reporta coprolitos

humanos con restos quemados de Agave que datan de 7000 a 1500 a.c.
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Tabla 9. Poblaciones utilizadas en el estudio

Localidad Ubicacion Latitud N Longitud O Altitud

(msnm)
Cl  Vivero Ayahualco Chilapa, Guerrero 17° 37" 40.5> 99°11' 25.0” 1443
C4  Vivero La Esperanza Chilapa, Guerrero 17°45' 53.27 99°14' 527 1600
C5  Vivero Trapiche Vie] Chilapa, Guerrero 17°43'20.5>  99°01' 07.4” 1082
C2  Ayahualco Chilapa, Guerrero 17°37' 00” 99°11' 0.5 1542
C10 Mesones Tlapa, Guerrero 17°32'37” 98°51'48.17 1852
C13 La Laguna Xochipala, Guerrero 17°43' 29.37  99°44' 52.77 1997
Cl4 Etacuaro Villa Madera, Michocan 19°25' 07.7> 101°11' 28.3” 1792
P4  Sn. Dionisio Sn. Dionisio Ocotepec, Oax. 16°48'45.07  96°20' 53.5” 1893
P6  Albarradas Sn. Lorenzo Albarradas, Oax. 16°57' 543>  96°10' 35.17 1769
P7 Miahuatlan Sto. Tomas Tamazulapa, Oax. 16°15' 159”7 96°33' 36.9” 1900
P9  Sta. Catarina Sta. Catarina, Oax. 17°18'0.5.17  96°32' 52.77 2064
P10 Yanhutilan Sto. Domingo Yanhuitlan, Oax. 17°32' 13.47 97°21' 267 2244
P11 Zapotitlan Zapotitlan Palmas, Oax. 17°51' 217 97°49' 477 2059
P12 Tequistepec Sn.Pedroy Pablo Tequixtepec, Oax. 18°01' 54.97  97°41' 34.7” 2096
P13 Azumbilla Chapulco, Puebla 18°40' 36.3”  97°21' 26.6” 2174

E . DN .

El ADN se obtuvo mediante el protocolo Miniprep de Doyle y Doyle (1987) modificado por Vazquez
Lobo (1996) (Apéndice I1I). Debido 