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RESUMEN

El complejo Agave angustifolia Haw. (sensu Gentry, 1982) comprende cuatro especies y cinco
variedades, incluyendo tres especies de importancia comercial. En Oaxaca se distribuyen tres
taxones silvestres, A. angustifolia var. angustifolia, A. angustifolia var. rubescens y A.
rhodacantha, ademas de una forma cultivada denominada “Espadin”. El objetivo de este trabajo
fue determinar la variacion morfoldgica y genética del complejo Agave angustifolia en el estado
de Oaxaca asi como identificar los caracteres que pueden ayudar a su delimitacion taxonémica.
Se muestrearon cinco poblaciones silvestres y tres cultivadas en el estado de Oaxaca, asi como
una poblacién de A. tequilana en Guanajuato y otra de A. angustifolia en Sonora como grupo
comparativo. Se colectd6 material para analisis morfologicos y moleculares. Para el analisis
morfologico de roseta, hoja, flor, fruto y semilla se midieron 45 caracteres, codificAndose en
caracteres biestado. Se construyé una matriz de similitud empleando el coeficiente de Ne &
Li/Dice, y mediante el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) se elabord un arbol de similitud. Para el analisis genético se utiliz6 la técnica AFLP
(Amplified fragment length polymorphism); se utilizaron cuatro combinaciones diferentes de
primers marcados con fluorescencia, cuantificando 289 bandas. Se construyé una matriz de
presencia-ausencia y de similitud utilizando el coeficiente de Ne & LI/Dice, se utiliz6 el mismo
analisis para la morfologia. Ambos analisis coinciden en la separacién de los taxones cultivados
(A. tequilana y A. angustifolia “Espadin”) de los silvestres. Las poblaciones silvestres de A.
angustifolia del estado de Sonora difieren de las ubicadas en la localidad tipo del estado de
Oaxaca. Se hicieron las primeras colectas completas de Agave rhodacantha. Se plantea un
estudio de este grupo de taxones en toda su area de distribucion para comprender mejorar su

taxonomia.



ABSTRACT

The Agave angustifolia Haw., complex (sensu Gentry, 1982) consists of four species and five
varieties, including three species of commercial importance. Wild populations of A. angustifolia
var. angustifolia, A. angustifolia var. rubescens and A. rhodacantha are found in Oaxaca and a
cultivated form called "Espadin”. The aim of this study was to determine the morphological and
genetic variation of the Agave angustifolia complex in the state of Oaxaca and to identify
characters that can help the taxonomic delimitation of its components. Five wild populations and
three cultivated populations were sampled in the state of Oaxaca, and two more populations for
comparison, one of A. tequilana from the state of Guanajuato and another of A. angustifolia from
the state of Sonora. We collected material for morphological and molecular analysis. For the
morphological analysis rosettes, leaves, flowers, fruits and seeds were measured for 45 different
characters. These measurements were standardized using the Thiele method. We constructed a
similarity matrix using the coefficient of Ne & Li / Dice, and used the UPGMA algorithm to
obtain a similarity tree. For the genetic analysis we used four different combinations of
fluorescently labeled AFLP primers to quantify a total of 289 bands. A matrix was constructed of
presence-absence of the bands and a similarity matrix was calculated using the Ne & LI / Dice
index, and we used the same grouping analysis as for morphology. Both analyses agree in the
separation of the cultivated taxa (A. tequilana and A. angustifolia "Espadin™) from the wild
populations. Important differences also were found between populations of A. angustifolia from
Sonora and from Oaxaca. The first complete specimen of Agave rhodacantha was collected. A
study of this species throughout its entire distribution area is recommended to propose a new

taxonomic arrangement.



INTRODUCCION

La familia Agavaceae fue propuesta por Dumortier (1829). El incluyé dentro de ésta a los
géneros Agave, Furcraea y Littaea. A partir de esta fecha, los géneros que han conformado la
familia han variado de acuerdo a diferentes criterios morfoldgicos utilizados por varios autores.
Hutchinson (1934) reconocio 19 géneros anteriormente ubicados en las familias Amaryllidaceae
y Liliaceae. Dahlgren et al. (1985) dentro del orden Asparagales delimitan la familia Agavaceae
con ocho géneros, incluidos en dos subfamilias: Agavoideae y Yuccoideae. Las clasificaciones
moleculares del Angiosperm Phylogeny Group, versién APG | (1998) y APG Il (2003) siguen
manteniendo esta circunscripcion; sin embargo, en la actualizacion mas reciente de esta
clasificacion (APG I, 2009) se incluye Agavaceae como subfamilia Agavoideae, dentro de la
familia Asparagaceae. Los ultimos estudios hechos dentro del orden Asparagales demuestran que
la familia Asparagaceae sensu APG Il es parafilética (Kim et al., 2010). Con base en estas
evidencias, se ha decidido seguir tratando a Agavaceae como una familia, utilizando la

circunscripcion propuesta por Dahlgren et al. (1985).

El centro de diversidad de la familia se encuentra en México. Se distribuye en todos los
ecosistemas, y es particularmente diversa en las zonas semiaridas y templadas (Dahlgren et al.,
1985. Garcia-Mendoza, 2004). Agavaceae es una familia endémica del continente americano y se
encuentra desde el sur de Canada hasta Bolivia. Segin Dahlgren et al. (1985), esta familia esta
integrada por nueve géneros y aproximadamente 330 especies. EI género mas diverso es Agave,
con aproximadamente 200 especies. De éstas, 159 (75%) se encuentran en México, con un 74%
de endemismo (Garcia-Mendoza, 2011). En el estado de Oaxaca se conocen 39 especies de este
género, que representan el 25% del total registrado para México, por lo tanto, es la entidad con
mayor riqueza de taxones (Garcia-Mendoza et al., 2011).

En México los agaves han tenido y tienen una gran importancia econdémica y cultural para
numerosos pueblos indigenas y mestizos, que los han aprovechado durante siglos como fuente de

alimento, bebida, medicina, combustible, ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle), abono,

3



entre otros usos. Los magueyes fueron una de las primeras plantas aprovechadas por los
pobladores de Mesoamérica (Garcia-Mendoza, 2007). Entre las especies mas utilizadas estan
Agave americana L., A. angustifolia Haw., A. cupreata Trel. & A. Berger, A. durangensis
Gentry, A. funkiana K. Koch & C. D. Bouché, A. fourcroydes Lem., A. inaequidens K. Koch, A.
karwinskii Zucc., A. lechuguilla Torr., A. marmorata Roezl., A. mapisaga Trel, A. maximiliana
Baker, A. potatorum Zucc., A. rhodacantha Trel., A. salmiana Otto ex Salm-Dyck, A. sisalana

Perrine y A. tequilana Weber.

Agave angustifolia presenta la distribucion geografica mas amplia dentro del género, ya
que se encuentra desde Sonora y Tamaulipas en México hasta Costa Rica (Gentry, 1982). Por
consiguiente se desarrolla en tipos de vegetacion y climas muy diversos, como bosques de
Quercus-Pinus, matorrales xerofilos y selvas bajas caducifolias, desde el nivel del mar hasta 2500
m de altitud (Garcia-Mendoza y Chiang, 2003). Dentro de su amplia area de distribucion,
diversas poblaciones han estado sujetas a procesos de domesticacion para obtener fibras duras y
materia prima para la elaboracion de bebidas destiladas.

Agave angustifolia se encuentra ubicado junto con otras 12 especies en la seccion Rigidae
(Gentry, 1982). Las especies de esta seccion se caracterizan por presentar hojas angostas y
rigidas, ademas de tener una panicula pequefia, laxa y con pocas ramas, flores verdosas o
amarillentas, con tépalos que se marchitan rapidamente. Gentry (1982), utilizando un concepto de
especie morfoldgico, retne en una sola especie una serie de poblaciones que otros autores (Salm-
Dyck, 1834; Hooker, 1871; Trelease, 1907; Trelease, 1920; Berger, 1915) habian propuesto
como especies distintas.

Con base en los caracteres vegetativos y reproductivos que presentan las poblaciones, a
Gentry (1982), le resultd dificil separar de manera consistente las especies y sus taxones
infraespecificos, por lo que reunié mas de 20 sindnimos bajo A. angustifolia y propone separar a
éstas poblaciones en tres variedades silvestres: Agave angustifolia var. angustifolia, A.
angustifolia var. rubescens y A. angustifolia var. sargentii, asi como cuatro variedades

cultivadas: A. angustifolia var. deweyana, A. angustifolia var. letonae, A. angustifolia var.
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marginata y A. angustifolia var. nivea. Gentry identifica a A. rhodacantha y A. tequilana como
especies diferentes de A. angustifolia. Sin embargo, Gentry (1982) comenta que en la practica en
muchas ocasiones estos taxones son dificiles de separar de A. angustifolia, por lo que, en este
trabajo se considerd que las tres forman parte de un complejo taxonémico denominado Agave

angustifolia.

Con el objetivo de clarificar la taxonomia de este complejo, se han realizado algunos
trabajos que intentan reconocer las relaciones entre plantas domesticadas y algunas poblaciones
silvestres. En la peninsula de Yucatan, Colunga-GarciaMarin et al. (1996; 1997) y Keb Llanes et
al. (2002) analizaron las relaciones morfoldgicas y genéticas del henequén con las poblaciones
silvestres de Agave angustifolia. Por otro lado en los estados de Jalisco y Guanajuato -otros
centros de domesticacion del complejo-, Gil-Vega et al. (2006, 2007), Vargas (2007) y Vargas et
al. (2007) han analizado la variedad genética y la relacion entre los taxones silvestres y
cultivados del complejo centrado en Agave tequilana.

El presente estudio pretende aclarar la taxonomia de este complejo en el estado de
Oaxaca, entidad donde se desarrollan poblaciones silvestres y domesticadas de Agave
angustifolia. Dado que las evidencias morfoldgicas previamente utilizadas por Trelease (1908) y
Gentry (1982) no han sido suficientes para delimitar de forma clara estos taxones, es necesario el
uso de las herramientas propuestas por los estudios mas recientes realizados en el complejo para
poder interpretar toda la variabilidad que existe dentro de los taxones y poblaciones y asi

proponer una delimitacion clara y practica.



OBJETIVOS

General

e Analizar la diversidad morfoldgica y genética de algunas poblaciones silvestres y
cultivadas del complejo Agave angustifolia Haw. en el estado de Oaxaca y compararlas

con poblaciones del complejo fuera del area de estudio.

Particulares

e Describir la diversidad morfolégica de algunas poblaciones del complejo Agave
angustifolia distribuidas en el estado de Oaxaca, asi como de algunas otras poblaciones

elegidas con fines comparativos.

o Distinguir caracteres morfoldgicos Utiles en la delimitacion de los taxones que integran el

complejo.

e Establecer la variabilidad genetica que presentan las poblaciones tanto silvestres como

cultivadas del complejo Agave angustifolia.

e Analizar la posible correspondencia entre la variacion morfologica y la variacion

genética.



ANTECEDENTES

El género Agave fue descrito por Linnaeus (1753) en su obra Species Plantarum. En este género
reconocio cuatro especies, dos de las cuales fueron transferidas posteriormente a Furcraea
(Ventenat, 1793) y una a Manfreda (Salisbury, 1866). Desde finales del siglo XVl y durante el
siglo X1X, se describieron las especies del género Agave a partir de ejemplares cultivados en
jardines europeos. La mayoria de estas descripciones se basaban Unicamente en plantas en estado
vegetativo, no incluian ilustraciones, ni citaban ejemplares tipo. La primera descripcién que
considera las flores, fue hecha por Zuccarini en 1833. Durante la segunda mitad del siglo XIX
destacan en el estudio de los agaves Joseph Salm-Reifferscheidt-Dyck (1834) y Georg Albano
von Jacobi (1864-1867), quienes describieron un gran namero de especies nuevas dentro del

género, utilizando caracteres vegetativos.

Alwin Berger (1915) fue el primero que organiz6 todas las descripciones de los
naturalistas europeos en una monografia del género, donde enlistd 274 especies, agrupandolas en
tres subgéneros: Manfreda, Littaea y Euagave. Al mismo tiempo, William Trelease (1908, 1910,
1913, 1915, 1920) describe y elabora tratamientos taxondémicos de especies en América
continental y el Caribe. Trelease fue el primer taxdnomo en visitar poblaciones de Agave in situ y
en sus trabajos cita localidades, ejemplares de herbario y designa algunos tipos. Sin embargo, sus
ejemplares herborizados son incompletos puesto que conservo por lo general apices de hoja y

rara vez flores y frutos.

Dentro de los trabajos contemporaneos del género Agave, la monografia de Gentry (1982)
es la mas exhaustiva por incluir descripciones taxondémicas, localidades precisas, mapas de
distribucion, ideogramas florales, graficas de factores ambientales como precipitacion, nombres
comunes y en ocasiones datos de cultivo y uso para 136 especies, 25 subespecies, 29 variedades y
siete formas de la parte continental de Norteamérica. A pesar de tener mas 30 afios de su
publicacion, es la referencia mas importante dentro del género en cuestiones taxondémicas. Su

propuesta de agrupamiento de las especies de Agave en secciones es la utilizada en este estudio.



Una de las herramientas que se ha utilizado en la familia Agavaceae para delimitar
poblaciones y taxones son los andlisis morfométricos. Colunga-GarciaMarin et al. (1996)
estudiaron las diferencias morfologicas de los diferentes cultivares de Agave fourcroydes
(henequen) y la relacién que mantienen con las poblaciones silvestres de A. angustifolia. Por
medio de estos analisis morfométricos pudieron identificar y separar diferentes cultivares de
henequén. Por medio de este mismo tipo de analisis Castro-Castro et al. (2010), analizaron la
variacion morfoldgica en el género Prochnyanthes, y concluyeron que el género estad conformado
por una especie, Prochnyanthes mexicana, y no de tres, reconocidas anteriormente por varios

autores.

Ademas de los andlisis morfométricos existen otro tipo de evidencias que también son
Utiles para poder delimitar taxones, entre ellos los marcadores moleculares. Estos son un conjunto
de herramientas proporcionadas por la biologia molecular, que permiten examinar diferencias en
el material genético de los organismos. Los marcadores moleculares detectan diferencias en las
secuencias del &cido desoxirribonucleico, y son aplicables a todos los organismos. Son entidades

heredables que siguen las leyes mendelianas (Simpson, 1997).

Para que un marcador molecular sea util, debe presentar las siguientes propiedades:
polimorfismo, codominancia, ser frecuente en el genoma, estar distribuido en todo el genoma y
ser selectivamente neutro. Ademas, ser reproducible, de ensayo rapido y sencillo y de facil acceso
(Simpson 1997; Keb-LLanes et al., 2002; Renteria, 2007). Existen distintos tipos de marcadores,
entre éstos los microsatélites 0 SSRs (Repeticiones de secuencias simples), RFLP (Polimorfismos
en la longitud de fragmentos de restriccién), RAPD (Polimorfismos de DNA amplificados al
azar) y AFLP (Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados) y finalmente la

secuenciacion de ADN, tanto de las mitocondrias como del nucleo (Vos et al., 1995).

Dentro del complejo Agave angustifolia se han hecho pocos analisis moleculares para
delimitar sus poblaciones y los taxones cercanamente relacionados. Uno de los primeros estudios
en incorporar estas nuevas herramientas dentro del complejo, fue el de Colunga-GarciaMarin et

al. (1997). Ellos analizaron la variabilidad isoenzimatica de los cultivares de henequén (Agave
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fourcroydes) y poblaciones silvestres de A. angustifolia en Yucatan. Con la técnica empleada se
detectaron diferencias significativas entre A. fourcroydes y A. angustifolia, y los distintos
cultivares de henequén analizados; ademas demostraron que los cultivares identificados por los
agricultores locales presentan diferencias genéticas significativas, que demuestra el proceso de

seleccion artificial al que han sido sometidos.

Los AFLP combinan el corte de ADN genomico con enzimas de restriccion y la técnica
de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Permite detectar los polimorfismos por cambios
en los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion. Esta técnica detecta multiples loci
polimérficos dentro del genoma. Es Util para generar huellas genéticas o para mapear genes. Las
ventajas que ofrece el método AFLP son su confiabilidad y consistencia, en comparacién con
otras técnicas de deteccion de polimorfismos, debido a las condiciones de alta astringencia bajo
las cuales se llevan a cabo las reacciones de PCR y la habilidad de detectar rapidamente muchos
loci polimérficos. Ademas, los AFLP no requieren del conocimiento previo del genoma en
términos de anélisis de secuenciacion, sintesis de oligonucle6tidos iniciadores (primers) o
caracterizacion de sondas de ADN (Vos et al.1995: Simpson, 1997). Esta técnica molecular
propuesta por Vos et al. (1995), modificada para su utilizacion en agaves por Simpson (1997), ha
demostrado ser efectiva para identificar la variacion genética en las poblaciones y variedades

analizadas.

Esta técnica se ha usado exitosamente para determinar la diversidad genética en especies
ubicadas en el complejo Agave angustifolia. Keb-Llanes et al. (2002) utilizaron este método para
cuantificar la variacion genética entre cultivares de A. fourcroydes. Barraza-Morales et al. (2006)
identificaron diferencias entre distintas poblaciones de A. angustifolia en el estado de Sonora y
Gil-Vega et al. (2006, 2007) analizaron las diferentes variedades de A. tequilana en los estados

de Jalisco y Guanajuato.

Con base en lo anterior, el presente trabajo aborda la problematica taxonémica en torno al
complejo Agave angustifolia en el estado de Oaxaca, incorporando analisis morfométricos de

caracteres vegetativos y reproductivos, ademas de técnicas de AFLP. El estudio no sélo aportara
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conocimiento biolégico de los taxones analizados, sino que sera Gtil para los productores de
mezcal del estado de Oaxaca ya que con esta informacién sera posible actualizar de manera

adecuada la legislacion actual para la produccién de esta bebida.
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ZONA DE ESTUDIO
Ubicacidn geografica

El trabajo se Ilevo a cabo en el estado de Oaxaca. Esta entidad se localiza entre las siguientes
coordenadas: 90° 29" 15" a93° 54" 10" O y 15° 37" 56"'a 18° 38" 57°" N (fig. 1).

9% 00w 94°300"W
-l em—

A

18°0'0"N L 18°0'0"N

16°30'0"N = - 16°30'0°N

Kilémetros
0 35 70 140 210 280
L LN L
97°30'0"W 96°0'0"W 94°30'0"W

Figura 1. Localizacion de la zona de estudio.
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Geologia

La gran biodiversidad del estado de Oaxaca esté directamente relacionada con su fisiografia y la
composicion de su sustrato, ambas derivadas de una evolucion geoldgica compleja, que se
remonta a mas de mil millones de afios de historia. Las rocas mas antiguas son metamorficas
precambricas, que cubren una gran porcion de la region norte y centro del estado. En el
Paleozoico Medio se forman las rocas metamorficas de la region occidental, a partir del
Paleozoico Tardio y durante la mayor parte del Mesozoico se dieron eventos alternados de
invasion del mar y emersién de tierras, con erosion y formacion de rocas continentales. Durante
el Juréasico la region oriental y el istmo se desplazaron a su posicién actual y a finales del
Mesozoico y principios del Cenozoico un evento de deformacion cambié el paisaje, ya que los
mares se retiraron permanentemente. La mayoria de los elementos actuales fueron originados por
la actividad volcanica y la formacion de montafias asociadas al movimiento de grandes fallas

ocurridos en los altimos 65 millones de afios (Centeno-Garcia, 2004).

Fisiografia

A partir del anélisis y delimitacién de los rasgos de la topografia, la geologia, la geomorfologia y
el arreglo fisiografico de los elementos orogréaficos e hidrogréaficos, en el estado se identifican 12
subprovincias: 1. Depresion del Balsas, 2. Montafias y Valles del Occidente de Oaxaca, 3. Fosa
de Tehuacén, 4. Sierra Madre de Oaxaca, 5. Planicie Costera del Golfo, 6. Valles Centrales de
Oaxaca, 7. Montafias y Valles del Centro, 8. Depresion istmica de Tehuantepec, 9. Sierra Madre
del Sur de Oaxaca y Chiapas, 10. Sierra Madre del Sur, 11. Planicie Costera del Pacifico y 12.
Planicie Costera de Tehuantepec. Cada una de estas subprovincias tienen caracteristicas
hidroldgicas y orograficas propias, y estan estrechamente asociadas a las unidades floristicas que

en estas se encuentran (Ortiz et al., 2004).
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Suelos

Las unidades de suelo representativas en el estado son: Acrisoles, Regosoles, Luvisoles,
Cambisoles, Litosoles, Fluvisoles y Arenosoles, distribuidos principalmente en las partes
elevadas. Su consistencia es friable y cuando estan humedos son mas vulnerables a la
degradacion. Los Regosoles, Arenosoles y Cambisoles son muy jovenes y poco desarrollados.
Los Fluvisoles y Arenosoles son mas susceptibles a la erosion. Las unidades con moderada
vulnerabilidad ocupan menores superficies en las partes bajas y planas, pero presentan en algunos
casos problemas como salinidad o encharcamiento al menos durante una parte del afio, estas
caracteristicas relacionadas con la accidentada topografia dan a lugar a una mayor vulnerabilidad

a la erosion (Alfaro-Sanchez, 2004).

Clima

Oaxaca se distingue por una gran diversidad climatica, esto se atribuye al efecto de distintos
factores como son la posicion geografica, el intrincado relieve, la exposicion a los sistemas
meteoroldgicos que se desarrollan tanto en la vertiente del Pacifico como en la del Golfo, las
corrientes marinas y la temperatura del océano, entro otros. Esto permite la presencia de

condiciones térmicas y de humedad contrastantes en el territorio del estado.

Los principales tipos de climas en el estado de acuerdo con el sistema de clasificacion de Képpen
(1948), modificado por Garcia (1988), son: céalido himedo (Am), que cubre el 16.43% de la
superficie estatal, semicalido subhimedo (ACw) que abarca 18.42%, célido subhumedo (Aw)
con el 25%, el templado subhdmedo (Cw) con un area del 18.49% y el semiarido célido (BS) con
el 8.95% (Trejo, 2004).
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METODOS

Revisidon bibliogréafica

Se llevd a cabo una extensa revision bibliogréfica sobre el complejo Agave angustifolia,
analizando las publicaciones originales de cada taxon y las revisiones taxondmicas y
monograficas que hay para el estado. Se tom6 como delimitacion inicial la propuesta de Gentry
(1982), quien reconoce los taxones silvestres Agave angustifolia var. angustifolia y A.
angustifolia var. rubescens; asi como las plantas cultivadas reconocidas con el nombre genérico
de “espadin”. También se considerd dentro del complejo a Agave rhodacantha y A. tequilana,
taxones que el propio Gentry separ0 tentativamente de A. angustifolia; no obstante, menciona su

cercania morfoldgica con este complejo.

Revisiéon de herbario

Se revisaron todos los ejemplares de los taxones del complejo distribuidos en el estado de Oaxaca
depositados en el Herbario Nacional de México (MEXU; fig. 2). Este herbario cuenta con la
coleccion més completa del género en México, ademas de contar con duplicados de la gran
mayoria de los herbarios que han colectado agaves en el estado de Oaxaca. Se encontraron un
total de 120 ejemplares; ademas de 220 registros del complejo en las bases de datos digitales
GBIF y UNIBIO. Para la entidad se identificaron Agave angustifolia var. angustifolia, A.
angustifolia var. rubescens y A. rhodacantha, asi como una de las formas cultivadas mencionadas
por Gentry (1982), conocidas como “espadin”. De igual forma se revisaron algunas poblaciones
de A. tequilana del estado de Guanajuato y A. angustifolia de Sonora. Con estos registros se
generd una base de datos en Excel con todas las localidades y sus coordenadas geogréaficas. De
esta base de datos se seleccionaron las poblaciones y localidades a muestrear, dando preferencias

a ejemplares con las fechas mas recientes de colecta y las localidades tipo de los taxones.
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Figura 2. Ejemplares examinados en el herbario MEXU.

Trabajo de campo

Se hicieron cinco salidas de campo al estado de Oaxaca, en el periodo comprendido de junio del
2011 a agosto de 2012. Para Guanajuato se afiadieron dos salidas mas, en los meses de junio y
julio de 2011. EI material botanico de Sonora, fue colectado por El Dr. Abisai Garcia-Mendoza
durante los afios 2008 y 2009. Los ejemplares colectados en estas salidas estdn depositados en
MEXU vy en el Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autdbnoma

de México.

Del total de 45 localidades registradas se eligieron nueve para el muestreo en campo (fig. 3y 4;
cuadro 1), la seleccién se hizo con base en localidades tipo, etapa fenoldgica del material
colectado y fecha de colecta de los ejemplares.
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Figura 3. Taxones y localidades muestreadas A) A. angustifolia Espadin, Localidad Los Coaches. B% A

angustifolia var. rubescens, localidad EI Camar6n. C) Agave angustifolia de Sonora, localidad Nacori Chico
D) A. angustifolia var. rubescens, localidad Las Sedas. E_? A. angustifolia Espadin, localidad Magdalena
Teitipac. F) A. rhodacantha, localidad El Coyote G). A. tequilana, localidad Puerto Interior H) A. angustifolia

var. angustifolia, localidad La Luz Nagore .




Cuadro 1. Localidades visitadas y taxones colectados para este trabajo.

Estado Municipio Localidad Taxones reportados Colecgq%sr éalrézi%lgahsw anglci)é?gtr%% e?:Lallar hE{'%rgrpilzaarggs Localidad tipo
Oaxaca San Carlos Yautepec El Camarén Agave angustifolia var. rubescens 3 10 6 No
Oaxaca San Francisco Telixtlahuaca  Las Sedas A. angustifolia var. rubescens 5 10 10 Si
Oaxaca San Andrés Dinicuiti La Reforma A. angustifolia var. angustifolia 2 10 4 Si
Oaxaca Huajolotitlan La Luz Nagore A. angustifolia var. angustifolia 4 10 4 No
Oaxaca Magdalena Teitipac Magdalena Teitipac  A. angustifolia “espadin” 5 10 10 No
Oaxaca San Pedro Totolapan Los Coaches A. angustifolia “espadin” 5 10 10 No
Oaxaca Yogana El Coyote A. rhodacantha 5 10 10 No
Guanajuato  Silao de la Victoria Puerto interior A. tequilana 10 10 16 No
Sonora Nacori Chico Nacori Chico A. angustifolia 9 7 0 No

Taxones colectados

N

. A. angustifolia Espadin A

écoi_co
' A. angustifolia var. angustifolia ||
' A. angustifolia

. A. angustifolia var. rubescens

Q A. rhodacantha

0 30 60 120 180

Taxa colectados

. A. tequilana
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0102 40 60

e
== == e = e RN

Figura 4. Ubicacién geogréfica de las localidades muestreadas. A) Oaxaca. B) Sonora. C) Guanajuato.
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En estas salidas se obtuvieron: tejido fresco vegetativo y reproductivo para los anélisis
morfométricos, plantas vivas para el analisis molecular y material para la herborizacion de
ejemplares de respaldo. Para los analisis morfoldgicos se registraron los caracteres de 46
individuos, pertenecientes a las distintas poblaciones seleccionadas. Estos fueron individuos
maduros en etapa reproductiva y se tomaron mediciones tanto en campo como en el
laboratorio. En campo se registraron los siguientes datos: altura y didmetro de la roseta,
numero de hojas, longitud de la inflorescencia, largo del pedunculo, nimero de ramas de la
inflorescencia y rama mas larga de esta Ultima. Se colectd para las mediciones en el
laboratorio una hoja madura por planta, la tercera bractea de la inflorescencia, flores
conservadas en solucion GAA (15% glicerina, 45% alcohol y 40% agua) y frutos.

Se colectaron 46 individuos para el andlisis morfologico, 70 ejemplares de herbario
para respaldo, que fueron depositados en los herbario MEXU y FEZA, y 87 ejemplares vivos
para el anélisis molecular (fig. 5). Estos ultimos fueron trasportados al Jardin Botanico del
Instituto de Biologia de la UNAM, donde se mantuvieron en condiciones de invernadero para
la subsecuente toma de muestras de tejido vivo. Estos ejemplares se incorporaran a la

Coleccion Nacional de Agavaceas del Jardin Botanico.

w7 ;/,t, "
%/é;” /

Figura 5. Material colectado A) Ejemplares en proceso de herborizacién. B) Ejemplares de Agave tequilana
vivos en el area de cuarentena del Jardin Botanico del IBUNAM. C. Flor conservada en solucion GAA para
sus mediciones morfoldgicas.
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Para los andlisis morfoldgicos se registraron y evaluaron el mayor nimero de caracteres
vegetativos y reproductivos con la finalidad de tener una adecuada representacion de la
variacion morfologica de los taxones. Se consideraron los tratamientos taxondémicos y otros
trabajos dentro del género y de la seccion. Se identificaron los caracteres que fueron utilizados
por otros autores, los cuales se citaban como diagndsticos o relevantes para la delimitacion de
los taxones, ya sea cuantitativos o cualitativos, reproductivos y vegetativos. Se tuvo especial
atencion en los caracteres que han sido reportados como susceptibles a los procesos de
domesticacion (Colunga-GarciaMarin et al., 1996) y se siguieron las pautas para el ingreso de
los datos de trabajos similares realizados dentro del género o de la familia (Colunga-
GarciaMarin et al., 1996; Castro-Castro et al., 2010). Se evaluaron en total 46 caracteres,
cuatro cualitativos y 42 cuantitativos (fig. 6). La lista completa de caracteres y estados de

caracter se indican en la cuadro 2.
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Figura 6. Algunos de los caracteres morfolégicos analizados en el trabajo. A= Alto de la roseta. B=Diametro de la roseta. C=Largo de la
inflorescencia. D=Largo del pedinculo. E= Largo de la rama de la inflorescencia. F= Largo de los dientes. G= Ancho de los dientes en
la base. H= Distancia entre dientes- I= Grosor de la hoja en la base. J= Distancia entre la parte méas ancha y la base. K=Ancho de la hoja
L=Largo de la hoja. M= Largo de la bractea basal. N= Ancho de la bractea basal N= Decurrencia de la espina. O=Diametro de la espina
en la base. P=Largo de la espina. Q=Largo del tubo del perianto. R=Diametro del tubo del perianto. S=Didmetro del ovario. T=Largo del
pedicelo. U=Largo del ovario. V=Ancho de la antera. W=Largo de la antera X=Largo del filamento. Y=Largo de la capsula Z=Ancho de
la capsula. AA=Largo de la semilla. AB=Ancho de la semilla.




Cuadro 2. Caracteres morfologicos registrados en las plantas colectadas

# Carécter Descripcion Observaciones
1 Alto de la roseta (cm) De la base del tallo hasta el apice de las hojas
centrales

2 Diametro de la roseta (cm) En la parte media de la roseta
3 NUmero de hojas
4 Largo de la hoja (cm) Desde la base hasta el apice de la espina
5 Ancho de la hoja (cm) Parte media de la hoja
6 Color de la hoja Verde, glauca, verde amarillenta
7 Grosor de la hoja en su base (cm)
8 Distancia entre la parte mas ancha y la base (cm)
9 Forma de la hoja Lanceolada, espatulada, linear u ovada Una hoja por planta,
10 | Tipo de superficie Plana, concava hoja madura, 35 a
11 | Numero de dientes Un lado de la hoja 45 hojas a partir del
12 | Largo de los dientes (mm) apice de la planta
13 | Ancho de los dientes en la base (mm) Cinco dientes centrales de la hoja
14 | Distancia entre dientes (mm)
15 | Largo de la espina (mm)
16 | Didmetro de la espina en la base (mm)
17 | Decurrencia de la espina (mm)
18 | Largo de la inflorescencia (cm)
19 | Relacidn pedunculo/panicula 1/2, 1/3, 1/4 del total de la inflorescencia
20 | Numero de ramas de la inflorescencia
21 | Largo de la rama de la inflorescencia Rama mas larga de la inflorescencia
22 | Numero de la rama més larga
23 | Orden de ramificacion Primaria, secundaria, terciaria, cuaternaria
5‘51 ,I&?wrcgr?od;el?abbr?;;f:abt?:saail((cpnz) Tercera bréactea de la inflorescencia a partir de la base
26 | Largo del pedicelo (mm)
27 | Largo del ovario (mm)
28 | Didmetro del ovario (mm)
29 | Largo del tubo del perianto (mm) De la base del tubo a la base de los tépalos
30 | Didmetro del tubo del perianto En la porcidn distal
31 | Largo del tépalo externo (mm) De la base al pice del tépalo
32 | Ancho del tépalo externo (mm) En la parte media
33 | Largo del tépalo interno (mm) De la base al apice del tépalo
34 | Ancho del tépalo interno (mm) En la parte media .

— - — Cinco flores por
35 | Insercion de los filamentos En la base, en la parte media, distal del tubo planta
36 | Largo del filamento (mm) De la insercion en el tépalo hasta la base de la antera
37 | Largo de la antera (mm)
38 | Ancho de la antera (mm) En la insercién del filamento turgente
39 | Largo del estilo (mm) Desde su union con el ovario hasta la base del

estigma

40 | Ancho del estigma (mm)
41 | Largo de la capsula (mm)
42 | Ancho de la capsula (mm)
43 | Largo de la semilla (mm) Diez semillas por fruto de la porcién media de la | Cinco frutos por
44 | Ancho de la semilla (mm) cpsula planta
45 | Semillas totales por fruto Numero de semillas totales de la capsula
46 | Proporcion de semillas maduras
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Analisis estadistico

Los datos morfologicos obtenidos de las mediciones de los ejemplares fueron ingresados
manualmente en formatos hechos exprofeso para esta tarea, después se ingresaron en formato
digital en software Microsoft Excel®, generando asi una matriz de datos continuos formada
por 46 individuos y 47 caracteres, Con esta matriz de datos continuos se hizo una serie de
analisis estadisticos en el Laboratorio de Computo del Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. En primer lugar se llevd a cabo un
analisis de correlacion con el programa Stata® 9.0. Este analisis permitio reconocer cuéles
caracteres presentaban un alto coeficiente de correlacion y por lo tanto no aportaban
practicamente nada a la varianza de los datos obtenidos. Se hizo analisis multivariado para
determinar que caracteres tienen mayor peso en la caracterizacion morfologica de los taxones
(Cristofolini et al., 2005; Cron et al., 2007; Strandby et al., 2009; Chiapella et al., 2011).

De los distintos andlisis multivariados que se utilizan para interpretar los datos
bioldgicos, se decidid aplicar dos, el analisis de coordenadas principales (PCA) y el analisis
de discriminantes canonicos (CDA). Se calcularon ambos de forma independiente para
identificar cual de los dos resultaba més adecuado para el comportamiento de las cifras
obtenidas. Se seleccionaron estos dos tipos de andlisis ya que han demostrado su utilidad en
trabajos de la familia o en otros complejos taxonémicos (Colunga-GarciaMarin et al., 1996,
Castro-Castro et al., 2010, Urbaniak, 2010).
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Analisis de agrupamiento

Se aplico un analisis fenético de distancias morfoldgicas entre los taxones analizados para asi
identificar las diferencias morfoldgicas entre las poblaciones y taxones del complejo Agave
angustifolia. En el analisis fenético, primero se transformaron los datos continuos en
discretos, utilizando el método de ponderacion de brecha de Thiele (Thiele, 1993). Este
método consiste en encontrar para cada caracter el intervalo de medias entre los taxones
analizados, y se divide en segmentos pequefios; el nimero de estos segmentos depende del
tipo de analisis. Para el caso de un andlisis morfométrico son dos segmentos. Este tipo de
codificacion fue seleccionada ya que permite identificar tanto caracteres que presentan
diferencias grandes en unos caracteres y pequefias entre otros (Thiele, 1993). En el método de

Thiele se aplica la formula siguiente:

XN =n*[(X - min) / (max - min)]

Donde x=media del caracter del taxén en cuestion; max y min son los valores
maximos y minimos del caracter en todos los taxones y n es igual al nimero de estados de

caracter que se estandaricen, para el caso de datos morfométricos n=2.

Estos datos estandarizados se redondearon a los nimeros enteros mas cercanos, y con
ellos se construyd una matriz binaria mediante el software NTSYSPc 2.1 (Rohlf, 2008),
enseguida se generd una matriz de similitud, utilizando el algoritmo de Dice, y con el método
de Agrupamiento por pares no ponderados por media aritmética (UPGMA, por sus siglas en
inglés) se obtuvo un arbol de similitud. Para conocer el apoyo de cada uno de los grupos
mostrados en el arbol de distancias, al mismo tiempo se analizaron con el software FreeTree

(Pavlicek et al. 1999), utilizando el método de remuestreo jackknife.
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Obtencidn de los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados
(AFLP)

Se tomaron muestras de tejido de plantas vivas que se colectaron en campo y han sido
cultivadas en condiciones de invernadero en el Jardin Botanico del Instituto de Biologia,
Universidad Nacional Auténoma de México. En total se colectaron 88 muestras
correspondientes a los seis taxones estudiados, que se trasladaron al Laboratorio de Genética
Molecular del Desarrollo Sexual y Asexual del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
(CINVESTAYV), Campus Irapuato. Ahi se procesaron y almacenaron a -80°C para su posterior

utilizacion.

El primer paso fue la extraccion de ADN gendmico de las muestras de tejido, para esto
se utilizaron Kits de extraccién DNeasy Plant Mini Kit® ADN de la marca Qiagen, ya que
esta técnica de extraccion es mas facil y se obtiene ADN con una buena calidad y

concentracion.

Protocolo para la obtencion de los AFLP segun el protocolo de Vos et al.
(1995)

1) Digestion: se llevo a cabo usando una enzima de corte frecuente, Eco R | y otra de corte
raro Mse | para digerir 100 ng de ADN gendmico y asi generar fragmentos pequefios. Las
muestras fueron incubadas durante dos horas a 37°C y después se inactivaron las enzimas a
70°C por 15 min. Se uso la mezcla de enzimas Eco R I/Mse 1 (1.25 U/uL de cada enzima)
incluida en el Kit de preparacion de templado marca LI-COR

2) Ligacion: se usaron adaptadores de doble cadena disefiados para unirse a los extremos de
los fragmentos generados por la digestion y asi generar templados para la amplificacion. Se

utilizo la mezcla de adaptadores Eco R I/ Mse | y la enzima T4 DNA ligasa, incluidos en el
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kit de preparacion de templado de la marca LI-COR. Los tubos con las muestras se incubaron
durante dos horas a 20°C. Enseguida las muestras fueron diluidas 10 veces.

3) Preamplificacion: para la primera amplificacion se uso la mezcla de iniciadores o “primers”
de preamplificacion incluida en el kit de preparacion de templado de LI-COR o se preparo la
mezcla con iniciadores sintetizados en el laboratorio de Gendémica del CINVESTAV, Unidad
Irapuato.

Se usaron dos iniciadores complementarios a los adaptadores usados en la ligacion con
un nucleotido selectivo: Eco R I + Ay Mse | + A. En ambos casos se uso la enzima Taq ADN
polimerasa de Fermentas a 5 U/uL. Para la preamplificacion fue necesario desarrollar 20
ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por un minuto y 72°C por un minuto; al terminar, la
mezcla se almacend a 4°C. Previo a la amplificacién selectiva las muestras fueron diluidas 30

veces con agua destilada desionizada.

4) Amplificacion selectiva: Se amplifico usando primers marcados con fluorescencia con tres
bases extras. Se utiliz6 un Eco R I + ACC marcado a 700 nm y Eco R | + AGG marcado a
800 nm; los primers sin marcaje fueron Mse | + ACCC y Mse | + ACGT, generando asi
cuatro combinaciones diferentes. Para la amplificacion selectiva fue necesario desarrollar un
ciclo a 94°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos y 72°C por un minuto. Después se
utilizaron doce ciclos donde se fue disminuyendo la temperatura de alineamiento 0.7°C en
cada ciclo, manteniendo a 94°C la temperatura de desnaturalizacion por 30 segundos y 72°C
por un minuto para la extension. Al final se desarrollaron 23 ciclos a 94°C por 30 segundos,
56°C por 30 segundos y 72°C por un minuto. El producto del PCR se almacené a 4°C y se

protegid de la luz para evitar que la fluorescencia a los primers decayera.

5) Gel de electroforesis: la amplificacion selectiva fue separada por electroforesis en un gel de
poliacrilamida en la cAmara del analizador marca LI-COR. EI gel se precorrié a 2000V con un
amortiguador TBE 5X durante 20 minutos. Se cargaron 0.8 pL de muestra previamente
desnaturalizada a 94°C durante tres minutos y se colocaron en el regulador de carga “Blue
Stop”. El patron de fragmentos fue visualizado y analizado con el software de imagenes

marca LI-COR, que identifica la presencia de una banda con un signo (+), o la ausencia con
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(-) y los datos perdidos con el cardcter (F) mediante el programa SAGAMX de AFLPR
Quantar.

Analisis de variacidn genética

Se asumio que cada fragmento correspondia a un alelo dominante en un determinado loci
polimérfico, y por cada taxon se calculé el nimero y porcentaje de loci polimdrficos, asi
como la diversidad genética de Nei (1978), con la ayuda del software AFLP_SURV
(Vekemans et al., 2002).

Posteriormente se revisO la matriz obtenida, y se eliminaron los individuos que
presentaron errores de corrida, o bien, muchos datos perdidos (méas del 20% del total de las
bandas). Esta matriz bimodal se corrié en el software FreeTree para generar una matriz de
similitud utilizando el coeficiente de Ne-Li\Dice. Esta matriz fue procesada para generar un
arbol de similitud utilizando el algoritmo UPGMA, realizdndose un analisis de remuestreo

jackknife con 3000 repeticiones.

Analisis de ploidias

Para analizar el probable efecto del manejo humano y el nivel de domesticacion de algunas
poblaciones cultivadas y su influencia en el nivel de ploidias, se hizo un andlisis citométrico
para reconocer la cantidad de ADN en las poblaciones analizadas. Este analisis se llevé a cabo
en el Departamento de Secuenciacion y Gendmica del Laboratorio Nacional de Genémica
para la Biodiversidad del CINVESTAYV Irapuato, Guanajuato.

Se tifiio el ADN nuclear con un agente de tincion UV con el reactivo DAPI, este es un
marcador de tipo especifico (solo indica enlaces A-T). Se midio en un citometro de flujo
marca Partec® modelo PA 1l y se extrapold. Para calcular el contenido total de ADN No fue
necesario utilizar un marcador intercalar ya que el objetivo era Unicamente detectar los niveles
de ploidia y no conocer con exactitud el contenido de ADN, ni el nUmero de pares de bases de

las plantas analizadas.
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El nivel de ploidia se estimo utilizando como patrén plantas de Zea mays y de Agave
tequilana var. azul, ya que su contenido de ADN es bien conocido y se encuentra
relativamente cerca del registrado para algunas especies de Agave, Zea mays 2C de
ADN=5.433 pg (Dolezel et al., 1998) y Agave tequilana var. azul 2C ADN=8.389 pg
(Palomino et al., 2003).

Se analizaron cinco individuos por poblacion. Cada individuo a su vez fue analizado cinco
veces y cada uno de estos analisis tuvo tres repeticiones. Los datos de cada analisis se
conjuntaron para obtener las gréficas de contenido de ADN relativo. Se tomaron 0.5 cm? de
tejido fresco del individuo a medir y de la especie patron, respectivamente. Ambas muestras
se colocaron en una caja Petri con 0.5 mL de solucién buffer CyStain® UV Ploidy,
posteriormente se cortaron finamente con una navaja de bisturi para liberar los nucleos. Una
vez cortado el tejido se adiciond 1.5 mL de buffer CyStain® UV Ploidy y se incubo la
solucion por 3 a 5 minutos. Esta solucidn se filtré con nylon desechable, se coloc6 en un tubo
de lectura y fue analizada en el citometro de flujo (Fig. 6). Las especificaciones del citometro
del flujo en las lecturas fueron las siguientes: Velocidad = 15, Gain = 55, Lectura maxima =

700 y Lectura minima = 50.
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RESULTADOS

Analisis estadisticos

Se identificaron 26 caracteres que presentaron un valor muy bajo de significancia y alto de
correlacion. Esto indica que son caracteres que presentan valores muy similares en todos los
taxones, y por lo tanto fueron eliminados de los analisis posteriores: alto de la roseta,
didmetro de la roseta, ancho de la hoja, color de la hoja, grosor de la hoja en la base, distancia
entre la parte méas ancha y la base, forma de la hoja, tipo de superficie, ancho de los dientes en
la base, distancia entre dientes, didmetro de la espina en la base, decurrencia de la espina,
numero de ramas de la inflorescencia, largo de la rama de la inflorescencia, numero de la
rama mas larga, ancho de la bractea basal, largo del ovario, largo del tubo del perianto, largo
del tépalo externo, insercion de los filamentos, largo del filamento, ancho de la antera, ancho

del estigma, ancho de la capsula, ancho de la semilla y semillas totales por fruto.

Analisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales (PCA), se hizo con base en 20 variables que mostraron
variacion importante. Este andlisis nos permite observar cuales variables tienen mayor peso
para explicar la variabilidad total de los taxones y por lo tanto deben de ser consideradas en su
delimitacién. Como resultado de este analisis se observa que los primeros ocho componentes

engloban el 79.5% de toda la variacion (cuadro 3).

28



Cuadro 3. Componentes principales que explican el 79% de la variacion de los datos observados.

Componente Valor Eigen  Proporcién Acumulativo
1 4.36916 0.2185 0.2185
2 3.00313 0.1502 0.3686
3 2.12638 0.1063 0.4749
4 1.87086 0.0935 0.5685
5 1.45433 0.0727 0.6412
6 1.19611 0.0598 0.7010
7 1.02015 0.0510 0.7520
8 0.867574 0.0434 0.7954

Al analizar los primeros cuatro componentes principales observamos cuales de las variables
tiene mayor peso en cada uno de los componentes (cuadro 4). EI primer componente
representa el 21% de toda la varianza, tiene relacion positiva con el largo de la espina, la
inflorescencia, la antera, el estilo y la semilla y se relaciona negativamente con la insercion de
los filamentos. El segundo que representa el 15% de toda la varianza, se relaciona
positivamente con el numero de dientes, el largo de la bractea y ancho del tubo, y
negativamente con la relacion peddnculo/panicula, el largo del ovario y de la capsula, asi
como la proporcién de semillas. El tercer componente representa el 10% de la variacion, y
esta relacionado positivamente con el nimero y largo de las hojas, el largo de los dientes y los
ordenes de ramificacion, y se relaciona negativamente con el didmetro del ovario. El
componente 4 representa el 9% de la variacion total y esta relacionado positivamente con el

largo del pedicelo y el largo de los tepalos.
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Cuadro 4. Proporcion de cada una de las variables los primeros tres componentes principales

Variable Componente  Componente ~ Componente

1 2 3
Ndmero de hojas 0.1947 -0.0810 0.3905
Largo de la hoja 0.2007 0.2755 0.3342
NUmero de dientes -0.2430 0.3394 0.0212
Largo de los dientes 0.1867 -0.0483 0.5267
Largo de la espina 0.3741 -0.1825 0.0949
Largo de la inflorescencia 0.3015 0.1251 0.1467
Relacion pedunculo/panicula  -0.0826 -0.3155 0.1640
Ordenes de la ramificacion -0.1158 -0.0128 0.3599
Largo de la bractea 0.2187 0.3140 0.1518
Largo del pedicelo -0.0997 0.1788 0.1304
Largo del ovario 0.2173 -0.2378 -0.2353
Diémetro del ovario 0.2173 0.2096 -0.2302
Ancho del tubo periantico 0.0381 0.3062 -0.1772
Largo del tépalo externo 0.0807 0.2263 -0.0218
Insercion de los filamentos -0.3233 0.0303 0.1737
Largo de la antera 0.3483 0.0684 -0.1157
Largo del estilo 0.3197 -0.0836 -0.0385
Largo de la capsula 0.1379 -0.2563 -0.1115
Largo de la semilla 0.2567 0.0216 -0.1674
Proporcion de semillas  -0.0500 -0.4434 0.0721
maduras

Al analizar los dos primeros componentes, que representan el 36% de toda la varianza,
se puede observar la dispersion y tendencias fenotipicas de los taxones examinados (fig. 7). El
diagrama muestra cdmo se separan claramente algunos de los taxones como Agave
angustifolia var. angustifolia (5), Agave tequilana (1), Agave angustifolia Espadin (2) y
Agave angustifolia var. angustifolia de Sonora (4). Al mismo tiempo observamos que Agave

angustifolia var. rubescens(3) tiene un comportamiento muy disperso.
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Figura 7. Dispersion y tendencias fenotipicas de los taxones analizados por PCA. Componentes 1 y 2.
1) Agave tequilana, 2) Agave angustifolia Espadin, 3) Agave angustifolia var. rubescens, 4) Agave
angustifolia var. angustifolia de Sonora, 5) Agave angustifolia var. angustifolia de Oaxaca 6) Agave
rhodacantha

Analisis de discriminantes canodnicas

Con el anélisis previo de correlacion se descartaron 28 de los 46 caracteres, 26 de
éstos presentan un alto valor de correlacion y muy bajo de significancia: alto de la roseta,
diametro de la roseta, ancho de la hoja, color de la hoja, grosor de la hoja en la base, distancia
entre la parte mas ancha y la base, forma de la hoja, tipo de superficie, ancho de los dientes en
la base, distancia entre dientes, diametro de la espina en la base, decurrencia de la espina,
numero de ramas de la inflorescencia, largo de la rama de la inflorescencia, nimero de la

rama mas larga, ancho de la bractea basal, largo del ovario, largo del tubo del perianto, largo
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del tépalo externo, insercion de los filamentos, largo del filamento, ancho de la antera, ancho
del estigma, ancho de la capsula, ancho de la semilla y semillas totales por fruto.

Otros dos caracteres fueron excluidos: 6rdenes de ramificacién e insercion de los
filamentos, debido a que el andlisis de discriminantes candnicas utiliza Unicamente caracteres
continuos. Al realizar el andlisis de discriminantes candnicas se necesitaron cinco funciones

discriminantes para explicar el 100% de la varianza de los datos (cuadro 5).

Cuadro 5. Funciones discriminantes y el porcentaje de la varianza que explican a partir de los datos analizados.

y Correlacion Valor Variancia
Funcion ) ) )
canodnica Eigen  Proporcional ~ Acumulada
1 0.9924 65.3875 0.6241 0.6241
2 0.9721 17.1768 0.1640 0.7881
3 0.9570 10.8796 0.1038 0.8919
4 0.9420 7.87901 0.0752 0.9671
5 0.8804 3.44492 0.0329 1.0000
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Cuadro 6. Proporcion de cada una de las variables en las primeras tres funciones discriminantes.

Variables Funcion
1 2 3

Numero de hojas .008 175 615
Largo de la hoja -1.188 323 153
NUmero de dientes 927 -.303 1.235
Largo de los dientes 1.422 -.267 1.209
Largo de la espina 201 672 521
Largo de la inflorescencia -.001 290 -.850
Pedunculo/panicula 109 153 -.327
Largo de la bractea estéril -.454 555 157
Largo del pedicelo -.060 -.163 .648
Largo del ovario 479 -.033 456
Diametro del ovario 317 471 443
Ancho del tubo periantico -.137 -.198 471
Largo del tépalo externo 213 -.676 .036
Largo de la antera 011 .860 .008
Largo del estilo -.095 -.260 223
Largo de la cépsula -.127 -.060 397
Largo de la semilla -.333 611 -.244
Proporcion de semillas maduras 1.318 220 .023

Después de la tercera funcion discriminante obtenemos una varianza acumulada de
cerca del 90%, por lo cual es suficiente para establecer que las primeras tres funciones
discriminantes representan la gran mayoria de la varianza de nuestros caracteres. Al analizar
las cinco funciones podemos observar cuales de las variables tiene mayor peso en cada uno de

los componentes (cuadro 6).
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La primera funcion acumula el 62.5% de la varianza total de los datos. Esta
relacionada positivamente con los caracteres largo de los dientes, proporcion de semillas
maduras y ndmero de dientes, y de manera negativa con el largo de la hoja. La segunda
funcién afnade el 16.4% Yy esta relacionada positivamente con el largo de la antera, la espina y
la semilla y se relaciona negativamente con el largo del tépalo externo. La tercera funcion
representa el 10% de la varianza total de los datos, se relaciona positivamente con el nimero y

largo de los dientes y largo del pedicelo, negativamente con el largo de la inflorescencia.

Al contrastar los coeficientes estandarizados de las primeras dos funciones se obtiene
una gréafica de dispersion fenotipica de los datos analizados, en esta podemos ver como los

taxones se agrupan claramente (fig. 8).
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Figura 8. Dispersion y tendencias fenotipicas de los taxones analizados por CDA. 1= Agave
tequilana. 2= A. angustifolia Espadin. 3= A. angustifolia var. rubescens. 4= A. angustifolia de
Sonora. 5= A. angustifolia var. angustifolia. 6= A. rhodacantha.
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Este analisis asigna el 100% de las especies en sus grupos respectivos establecidos a priori,

utilizando una distribucion uniforme de las probabilidades previas de 16.6% a cada uno de

ellas (cuadro 7).

Cuadro 7. Probabilidad que los taxones hayan sido designados a priori en los grupos establecidos
1= Agave tequilana. 2= A. angustifolia Espadin. 3= A. angustifolia var. rubescens. 4= A.
angustifolia de Sonora. 5= A. angustifolia var. angustifolia. 6= A. rhodacantha

_ Clasificacion
Especie

1 2 3 4 5 6| Total
1 10 0 0 0 0 0 10
100 0.00 000 000 000 0.0 100
9 0 10 0 0 0 0 10
000 100 000 000 000 0.0 100
3 0 0 8 0 0 0 8
000 000 100 000 000 0.0 100
4 0 0 0 9 0 0 9
000 000 000 100 000 0.00 100
5 0 0 0 0 4 0 4
000 000 000 000 100 0.00 100
5 0 0 0 0 0 5 5
000 000 000 000 000 100 100
Total 10 10 8 9 4 5 46
2174 2174 1739 1957 870 10.87 100

E{g\?&bi“dad 0.1667 0.1667 0.1667 0.1667 0.1667 0.1667
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Analisis de ploidias

En las muestras analizadas se encontraron taxones diploides y poliploides. Los diploides
corresponden a Agave angustifolia var. angustifolia, de Oaxaca y de Sonora y Agave
angustifolia var. rubescens; mientras que las plantas que presentan poliploidia son Agave
angustifolia Espadin, Agave rhodacantha y A. tequilana (fig. 9).

Existen varios trabajos que reportan diferentes niveles de ploidia en diferentes taxones
dentro del complejo. Uno de los primeros es de Banerjee y Sharma (1987), en el cual se
reportan dos distintos niveles de ploidia para Agave tequilana: diploide 2x=60 y triploide 2x=
90. Castorena-Séanchez et al. (1991) sefialan que A. fourcroydes es pentaploide con 5x=150, y
a A. angustifolia como hexaploide 6x=180. Palomino et al. (2003) determinaron el nivel de
ploidia en ocho variedades de A. tequilana; en este trabajo se registra una serie poliploide,
encontrando poblaciones diploides: 2x=60 (lifieno, azul, azul listado, moralefio, xigiin y pata
de mula), triploides: 3x= 90 (bermejo), tetraploides: 4x=120 (chato) y pentaploides: 5x=150
(chato). Palomino et al. (2005) analizaron poblaciones tanto de A. angustifolia var.
angustifolia, como de Agave angustifolia Espadin; indicando que el primero es diploide:
2x=60 y el segundo triploide: 3x=90. A su vez, Moreno-Salazar et al. (2007), mencionan que
las poblaciones de A. rhodacantha del estado de Sonora son triploides: 3x=90. Esto difiere

con lo aqui encontrado para las poblaciones de Oaxaca.
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Figura 9. Contenido relativo de ADN de los taxones analizados: A) A. angustifolia var. rubescens. B) A. angustifolia var. rubescens
C) A. angustifolia de Sonora. D) A. angustifolia Espadin. E) A. rhodacantha. F) Agave tequilana.
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Analisis morfoldgico

Por medio del analisis de agrupamiento se obtuvo el siguiente arbol de distancia (fig. 10).
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Figura 10. Arbol de distancias morfoldgicas de los taxones analizados. Los nimeros en los nodos indican
el valor de soporte jackknife.
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En el arbol se observan tres grupos. El primero estd formado por las especies
domesticadas Agave tequilana, A. angustifolia “Espadin” y A. rhodacantha. El segundo
contiene dos subgrupos, en uno estan A. angustifolia var. angustifolia y A. angustifolia var.
rubescens de Las Sedas; en el segundo estan A. angustifolia var. angustifolia del estado de
Sonora, todos ellos constituidos por plantas silvestres. El tercer grupo esta conformado por

individuos correspondientes a A. angustifolia var. rubescens de la localidad “El Camarén”.

En el grupo de los taxones silvestres se observa como se separa Agave angustifolia
var. rubescens de la localidad de Las Sedas, de las plantas provenientes de EI Camarén.
Asimismo, las poblaciones de A. angustifolia del estado de Oaxaca se separan de las de

Sonora.
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Obtencion de los AFLP

Se extrajo el ADN de las 87 muestras colectadas en campo (fig. 11), de las cuales 55 fueron
utilizadas en el analisis de distancia genética, ya que cumplian con los requisitos necesarios
de datos perdidos y claridad en la lectura de las bandas (fig. 12) . Con estos individuos se

obtuvo el arbol de distancias genéticas (fig. 13).

Figura 11. DNA extraido de tejido foliar, en gel de electroforesis. A) Marcador de peso molecular. B) A.
angustifolia var. rubescens, Las Sedas. C) A. angustifolia Espadin, Magdalena Teitipac. D) A. rhodacantha,
El Coyote. E). A. tequilana, Puerto Interior. F) A. an?ustl olia var. angustifolia, La Luz Nagore. G) A.

angustifolia var. angustifolia, La Reforma. 1) A. angustifolia var. rubescens, EI Camarén. J) A. angustifolia

Espadin, Los Coaches. K) A. angustifolia de Sonora.
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Figura 12. Gel de poliacrilamida mostrando las bandas
de fragmentos de DNA de los individuos analizados
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Los andlisis de diversidad genética realizados muestran un gran namero de polimorfismos y
un gran porcentaje de loci polimorficos entre los taxones estudiados, esto se refleja en un
indice de diversidad genética alto. EI niumero mas bajo de polimorfismos lo reporta A.
tequilana, probablemente al nivel de manejo al cual ha sido sometido, mientras que las
plantas que presentan un indice de diversidad méas alto son los taxones silvestres: A.
angustifolia var. angustifolia y A. angustifolia var. rubescens(cuadro 8).

Cuadro 8. Parametros de diversidad genética obtenidos mediante AFLP. N=nUmero de individuos.
NLE=numero de loci encontrados. NLP=nUmero de loci polimérficos. PLP=porcentaje de loci polimorficos.
He=Diversidad genética de Nei. DE He= Desviacién estandar de He.

Taxon N NLE NLP PLP He DEHe

A. angustifolia var. angustifolia 14 289 281 97.2 0.31371 0.00873
A. angustifolia var. rubescens 10 289 280 96.9 0.31064 0.00886

A. angustifolia Espadin 13 289 277 95.8 0.31734 0.00854
A. rhodacantha 7 289 238 82.4 0.23402 0.01019
A. tequilana 5 289 231 79.9 0.20550 0.00983
A. angustifolia Sonora 6 289 226 78.2 0.26062 0.01003
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En el arbol se observan dos grupos, uno formado por Agave tequilana, A. rhodacantha, A.
angustifolia de Sonora y la poblacién de Magdalena Teitipac de A. angustifolia “Espadin”. En
el otro gran grupo encontramos a las poblaciones silvestres de A. angustifolia var. angustifolia
y A. angustifolia var. rubescens, asi como la poblacion de Los Coaches, Totolapan de A.
angustifolia “Espadin”.

En el primer grupo encontramos muy cercanos a la poblacion de Magdalena Teitipac
de Agave angustifolia “Espadin” y A. rhodacantha, mientras que un poco mas alejado esta A.

tequilana y en la parte més externa se ubica A. angustifolia del estado de Sonora.

En el segundo grupo se ubican los taxones silvestres, solo la poblacion de Agave
angustifolia var. angustifolia de la localidad tipo La Reforma se separa y los individuos de la
poblacién de Huajuapan se encuentran dispersos. De igual forma, las poblaciones de A.
angustifolia var. rubescens forman un grupo mas o menos definido, en éste se inserta la otra
poblacion de A. angustifolia “Espadin”. Existen ciertos casos extraordinarios donde los
individuos de diferentes poblaciones se mezclan, entre ellos: A. rhodacantha 4 de la localidad
El Coyote, A. angustifolia var. rubescens 5 de Las Sedas y A. angustifolia var. angustifolia 10
y 11 de Huajuapan. Para estos individuos ubicados “erréneamente”, seria necesario repetir la
designacion de los canales de corrida de cada muestra de los AFLP y definir su posicion

relativa en el arbol.
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Comparacion morfologia-AFLP

Al comparar los grupos obtenidos por distancias morfologicas y genéticas, se encontraron

varias correspondencias entre ellos (fig. 14).

Distancias morfoldgicas Distancias genéticas

A. angustifolia
Espadin

A. tequilana Los Coaches

]

A. rhodacantha }

A. angustifolia <
A PP var. angustifolia

Espadin

A ifoli A. angustifolia

IS

var. ruk Espadin
Teitipac

A.
var. angustifolia

A. rhodacantha:

A. ifoli A
Sonora

H .

A. angustifolia Sonora :'I—’_
var. rubescens

Figura 14. Correspondencia entre los grupos obtenidos en los analisis morfol6gicos y moleculares.

Las principales diferencias entre el analisis morfoldgico y en el molecular son la posicion de
Agave angustifolia de Sonora: en el analisis morfologico se agrupa con los otros taxones
silvestres y en el molecular se encuentra cercano a los taxones cultivados. Las dos poblaciones
de A. angustifolia var. rubescens en el analisis morfolégico presentan ubicaciones muy
distintas, la poblacion tipo de Las Sedas (en rojo) se encuentra muy cercana a A. angustifolia
var. angustifolia y la poblacion de EI Camardn (en amarillo) se separa tanto de los taxones
cultivados como de los silvestres. Cabe resaltar que esta poblacion es la que presenta la

variacion morfolégica mas alta en el largo y ancho de la hoja, nimero y largo de los dientes.
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En cambio en el analisis molecular, las dos poblaciones de A. angustifolia var. rubescens
conforman un grupo estable. Esto puede indicar que las diferencias morfoldgicas encontradas
en la poblacion de Las Sedas, sean consecuencia de adaptacion a las condiciones ambientales,

como precipitacion, temperatura, altitud, exposicion a la luz solar, etc.

Por ultimo, en el anélisis morfoldgico la poblacién de Agave angustifolia Espadin de
Los Coaches, no se distingue de la otra poblacion de Espadin proveniente de Magdalena
Teitipac. Individuos de ambas poblaciones forman un grupo, mientras que en el analisis
AFLPs las poblaciones se encuentran muy distantes. Magdalena Teitipac se ubica en el grupo
de los taxones cultivados muy cerca de A. rhodacantha, y la poblacién de Los Coaches se
encuentra en el grupo formado por los taxones silvestres, muy cercana de A. angustifolia var.
rubescens. Cabe mencionar, que estas dos poblaciones se encuentran geograficamente

cercanas Yy su época de floracion es en los meses de junio y julio.
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DISCUSION

El analisis de correlacion permitio reconocer los caracteres altamente correlacionados y es un
ejercicio que tiene que realizarse en todo estudio morfométrico (Lattin et al. 2003). En este
trabajo, 26 de los 46 caracteres analizados presentaron este comportamiento. Esto servira para
futuros analisis dentro del género o en grupos cercanos con una problematica similar, y asi

poder ahorrar tiempo y esfuerzo al evitar la medicion de caracteres innecesarios.

De los dos analisis multivariados utilizados, PCA y CDA, este altimo es el que
demostré ser mas util para el complejo, ya que permite explicar un porcentaje importante
(80%) con sélo dos funciones, mientras que el PCA necesita de ocho componentes para
explicar el mismo porcentaje de varianza. Resultados similares han sido reportados en
estudios previos llevados a cabo por Colunga-GarciaMarin et al. (1996) y Castro-Castro et al.
(2010), donde el andlisis de PCA requiri6 de muchos componentes para explicar un

porcentaje importante de la varianza.

El anélisis de discriminantes candnicas permitio identificar los caracteres que explican
mejor la variacion morfoldgica de los taxones y poblaciones analizadas. En este caso, los
caracteres vegetativos largo de la hoja, nimero de dientes, largo de los dientes y largo de la
espina, son utiles en la delimitacién de los taxones propuestos, mientras que, largo de la
antera, largo de la semilla y proporcion de semillas maduras, son los caracteres reproductivos
que explican la varianza del complejo. En la dispersion y tendencias fenotipicas de las dos
primeras funciones candnicas (representan 80% de la varianza), se muestra una clara
separacion en los taxones propuestos, lo que nos indica que, en funcién de los caracteres con
mayor peso (largo de la hoja, nimero de dientes, largo de los dientes, largo de la espina, largo
de la bréctea estéril, largo de la antera, largo del ovario, largo de la semilla y proporcion de
semillas maduras), por lo que con la combinacion de estos caracteres nos es posible poder

identificar morfoldgicamente los taxones.

En relacion al nivel de ploidia de las poblaciones, a priori se identificaron algunas
caracteristicas morfologicas y fisiologicas que a su vez han sido reportadas como caracteres

propios de plantas poliploides como son: disminucion en capacidad reproductiva (menor
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namero de frutos y semillas maduras), gigantismo y aumento de la capacidad de reproduccién
asexual (Colunga-GarciaMarin et al. 1996; Levin, 2002). Este nivel de ploidia ha sido
indicado anteriormente para poblaciones de Agave angustifolia Espadin de Oaxaca (Palomino
et al., 2005); sin embargo, en el caso de A. rhodacantha lo aqui observado difiere de otros
trabajos publicados, donde se reporta que individuos de A. rhodacantha, correspondientes a
poblaciones del estado de Sonora son diploides (Moreno-Salazar et al., 2007), esto aunado a
algunas caracteristicas morfolégicas como presencia de tallo (Garcia-Mendoza y Franco,
inédito), nos indican diferencias consistentes entre las poblaciones de A. rhodacantha de

Oaxaca de las establecidas en el noroeste de la republica.

Cabe destacar que A. rhodacantha es un taxon poco estudiado. Segun Gentry (1982)
se distribuye de Sonora a Nayarit, con una poblacion disyunta en Oaxaca (estudiada en este
trabajo); Vargas (2007) y Vargas et al. (2007) la citan para el estado de Jalisco, donde se
utiliza para la produccién de mezcal y Gonzalez et al. (2009) la registran para el estado de
Durango. Los pocos ejemplares colectados anteriormente de este taxon comprendian
Unicamente material vegetativo, y es hasta este trabajo que se cuenta con ejemplares
reproductivos completos. Por estas razones es necesario analizar plantas de toda el area de
distribucion de A. rhodacantha, para corroborar diferencias y similitudes entre las
poblaciones y asi poder constatar si se trata de un Gnico taxén o de varios.

En el analisis fenético se observa un comportamiento similar al observado en los
analisis multivariados, ya que es posible identificar a los taxones facilmente. Estos se agrupan
en relacion con su nivel de manejo. Por un lado se agrupan los cultivados como A. tequilana y
A. angustifolia Espadin y A. rhodacantha, y por otro los taxones silvestres. El Unico caso
atipico son algunos individuos de A. angustifolia var. rubescens de la localidad EI Camaron
(Aar2l, 22 y 23); estos presentan diferencias importantes en relacién con la otra poblacién de
A. angustifolia var. rubescens muestreadas en la localidad de Huitzo-Las Sedas (Aarl, 2, 3, 4
y 5). Si este analisis lo comparamos con el multivariado, podemos encontrar un
comportamiento similar al obtenido con el de componentes principales, ya que estos
ejemplares presentaban una gran dispersion; sin embargo, en el de discriminantes canoénicas
este taxon presenta tendencias fenotipicas constantes entre todos los individuos, esto puede

indicar que las diferencias se pueden deber a cuestiones metodoldgicas.
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El tamafio gigante de Agave angustifolia Espadin y de A. rhodacantha con respecto a
los taxones silvestres, probablemente se deba a la poliploidizacién que presentan, producto de
la domesticacion a que han sido sometidas sus poblaciones durante largo tiempo tal como
sucede en otras poblaciones (Colunga-GarciaMarin et al., 1996). Esta caracteristica ha sido
descrita como una consecuencia morfoldgica en las plantas poliploides, en relacion con otras
especies 0 poblaciones diploides (Levin, 2002). Esto coincide con el analisis fenético de
ambos tipos de caracteres (morfolégicos y moleculares), que muestran que los taxones

cultivados (A. tequilana y A. angustifolia Espadin) se encuentran cercanos a A. rhodacantha.

En el analisis molecular se observa un arreglo similar al morfol6gico, con los taxones
silvestres separados de los cultivados, con una excepcion, la poblacion de Agave angustifolia
Espadin de Magdalena Teitipac. Esta poblacion se encuentra ubicada en el grupo de los
taxones silvestres, muy cercano a A. angustifolia var. rubescens. Este comportamiento es
inusual, ya que dos poblaciones del mismo taxdn se esperan que se encuentren muy cercanas;
sin embargo, al efectuar un analisis combinado, individuos de ambas poblaciones forman un
solo grupo consistente, lo que puede deberse a que, que a pesar de que ambos analisis tienen
altos valores de remuestreo jacknife en las ramas, el analisis morfologico tiene mas peso

dentro del analisis combinado.

Debido a las diferencias constantes y significativas entre las poblaciones silvestres de
Agave angustifolia y las cultivadas conocidas como Espadin, es necesario proponerlas como
taxones distintos. La categoria taxondmica en la cual deban ubicarse requiere de un analisis
nomenclatural y antropolégico més profundo. Existen dos hipotesis contrastantes para
explicar el origen del maguey Espadin en los valles centrales de Oaxaca. Por un lado, las
evidencias genéticas y morfolégicas, asi como la informacion obtenida en campo con
distintos agricultores de los distritos de Ejutla, Miahuatlan y Tlacolula. Los productores
identifican la introduccién del espadin para la produccion de mezcal a partir de mediados del
siglo XX, e indican una probable relacion con Agave tequilana. Los niveles de ploidia
encontrados en las poblaciones de espadin (triploide), son un indicio de la relacion de las
poblaciones de espadin del estado de Oaxaca, particularmente con algunas variedades de A.
tequilana, en especifico con la variedad bermejo, ya que esta presenta el mismo nivel de
ploidia (Palomino, 2003). Esta posible relacion del espadin con A. tequilana fue también

sugerida por Gentry (1982).
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Por otro lado, existen registros historicos y antropologicos que proponen el origen
del espadin en el distrito de Tlacolula, en la region de los Valles Centrales de Oaxaca
(Benitez, 1980; Urrutia, 1986). Estas fuentes indican que las poblaciones de Espadin fueron
modificadas a partir de poblaciones naturales de Agave angustifolia para la explotacion
intensiva generada por el auge de la industria mezcalera en la década de los 40°s. Si nos
basamos en esta hipotesis, podriamos atribuir las caracteristicas morfoldgicas distintivas del
espadin, como el gran tamafio de la planta, la poliploidia y el bajo porcentaje de semillas
maduras, a los fendmenos de domesticacion (Colunga-GarciaMarin et al., 1996; Levin,
2002). Sin embargo, es muy poco tiempo para que la seleccion artificial haya modificado las
poblaciones analizadas. Por lo tanto, siguiendo las evidencias aqui mostradas encontramos
necesario proponer a las poblaciones de Agave angustifolia Espadin como un taxén nuevo,

tomando en cuenta la gran cercania con A. tequilana.

Del mismo modo, las poblaciones de Agave angustifolia del estado de Sonora, son
consistentemente diferentes de las de Oaxaca, tanto molecular como morfolégicamente, por
lo tanto, es necesario considerarlas como un taxon distinto. Estas poblaciones fueron
tratadas por Trelease (1920) como una especie distinta de A. angustifolia, nombrandola A.
pacifica. Sin embargo, Gentry (1982) a falta de evidencias consistentes, la consideré como
un sinénimo de A. angustifolia. Con las pruebas aqui presentadas, es posible reconsiderar el
nombre A. pacifica para estas poblaciones del noroeste de México. Esta propuesta ha sido
apoyada por Garcia-Mendoza en la revision de los agaves de Sonora (Garcia Mendoza y

Franco, inédito).

Por otro lado, es necesario estudiar Agave angustifolia y A. rhodacantha en toda su
area de distribucion, y asi poder identificar de manera clara su relacién con los cultivares
cercanamente relacionados, como son A. tequilana, A. fourcroydes y el Espadin. Se requiere
aclarar la taxonomia de este complejo y asi sentar bases solidas para la generacion de

reglamentos que permitan la explotacion sustentable de estos recursos naturales.
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CONCLUSIONES

e Los andlisis morfolégicos y moleculares realizados fueron capaces de encontrar

diferencias constantes entre los taxones estudiados.

e Los caracteres largo de los dientes, proporcion de semillas maduras, nimero de
dientes, largo de la hoja, largo de la antera, largo de la espina, largo de la semilla,
largo del tépalo externo, largo del pedicelo y largo de la inflorescencia en conjunto

son los méas importantes en la delimitacion morfoldgica de los taxones.

e Es necesario hacer unan analisis mas comprensivo de Agave rhodacantha en toda su
area de distribucion para poder aseverar que las evidencias encontradas son suficientes

para proponer las poblacion de Oaxaca como una novedad taxondmica.
e Las poblaciones de Agave angustifolia Espadin muestran diferencias morfoldgicas y

moleculares consistentes, por lo que se justifica su separacién taxondmica de las

poblaciones silvestres de A. angustifolia.
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