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RESUMEN

Se analiz6 la variacion morfolégica y genética mediante AFLP’s y el nivel de ploidia por
citometria de flujo en once poblaciones de Agave karwinskii de diferentes localidades: una
poblacion silvestre del estado de Puebla y diez poblaciones correspondientes a los Valles
Centrales y Sierra Sur de Oaxaca en condiciones silvestres, con manejo incipiente y con
mayor uso y manejo en la produccion de mezcal. El objetivo fue identificar posibles
entidades infraespecificas para la especie. Se evaluaron 51 caracteres morfologicos en una
muestra de siete individuos por cada poblacion. Se obtuvo un fenograma de distancias
morfoldgicas a partir del método UPGMA, que mostré un patron de agrupamiento con dos
diferentes subconjuntos poblacionales. El primer subconjunto fue formado por poblaciones
silvestres: cachitin del estado de Puebla, cuishe, sierrudo, cirial y espina negra de los
Valles Centrales de Oaxaca; el segundo formado por las poblaciones con manejo incipiente
y con mayor uso en la produccion del mezcal: tobasiche, martefio, tripén y San Martin de
los Valles Centrales y bicuishe y madrecuishe de la Sierra Sur. El andlisis de componentes
principales demostr6é una agrupacion similar con la conformacion de poblaciones discretas
diferenciables. La prueba candnica de funciones discriminantes concluyd que, los
caracteres vegetativos altura y diametro de la roseta, ancho en la parte media de la hoja,
color de la hoja, ancho y distancia entre dientes, color y tamafio de los dientes, forma y
tamano de la inflorescencia son utiles para separar a tres poblaciones del estado de Oaxaca;
madrecuishe, San Martin y tripon entre si, y del resto de las poblaciones silvestres e
incipientes. Las distancias genéticas evaluadas mediante el indice de similitud de Nei y
Li/Dice (1979) y el método UPGMA, asi como, los diferentes niveles de ploidia presentes,
confirmaron los grupos morfologicos discretos formados, excepto para las poblaciones
silvestres e incipientes de los Valles Centrales de Oaxaca que resultan morfologica y
genéticamente variables en el porcentaje polimorfico y niveles de ploidia que no permiten
separarlas como entidades reconocibles. Se concluye que, Agave karwinskii es una sola
especie con tres poblaciones morfologica y genéticamente diferenciables para el estado de
Oaxaca, con la posibilidad de reconocerlas en categorias infraespecificas; madrecuishe de
Miahuatldn de la Sierra Sur como una probable subespecie y San Martin de Ejutla y tripon

de Ocotlan de los Valles Centrales como posibles cultivares.



ABSTRACT

Morphological and genetic variation by AFLP's and ploidy level by flow cytometry were
analyzed in eleven populations of Agave karwinskii from different localities: a wild
population of the state of Puebla and ten populations corresponding of the Central Valleys
and Southern Region of Oaxaca, in a wild state, with incipient management and with
greater use and management in the production of mezcal. The aim was to identify possible
infraspecific entities of the species. Fifty-one morphological characters were evaluated in a
sample of seven individuals per population. A phenogram of morphological distances was
obtained with the UPGMA method, which showed clusters of two different population
subsets: the first consisted of wild populations: cachitin from the state of Puebla, cuishe,
sierrudo, cirial and black spine of the Central Valleys of Oaxaca, the second of incipient
forms and with greater use in the production of mezcal: tobasiche, martefio, tripon and San
Martin of the Central Valleys and bicuishe and madrecuishe of Southern Region of Oaxaca.
The principal component analysis resulted in a similar grouping with the formation of
discrete differentiable populations. The analysis of canonical discriminant functions
showed that the vegetative characteristics height and diameter of the rosette, width at the
middle the of leaf and leaf color, width and distance between teeth, color and tooth size,
shape and inflorescence size are useful to separate three populations of Oaxaca;
madrecuishe, San Martin and tripon between themselves as well as the rest of wild and
incipient management populations. The genetic distances evaluated by the similarity index
of Nei y Li/Dice (1979) and UPGMA method, as well as the different levels of ploidy
present, confirmed that discrete morphological groups formed, except in the wild and
incipient populations of the Central Valleys of Oaxaca resulting morphologically and
genetically variable in the percentage of polymorphisms and ploidy levels, that do not allow
separate as recognizable entities. It is concluded that Agave karwinskii is a single species
with three morphologically and genetically differentiated populations for the state of
Oaxaca, with the possibility of recognizing in infraspecific categories; madrecuishe of
Miahuatlan the South Sierra as a probable subspecies and San Martin of Ejutla and tripon

of Ocotlan the Central Valley as potential cultivars.



INTRODUCCION

El género Agave pertenece a la familia Agavaceae del orden Asparagales. La familia posee
ocho géneros divididas en dos subfamilias: Agave, Beschorneria, Furcraea, Manfreda,
Polianthes y Prochnyanthes incluidos en Agavoideae, y Hesperaloe y Yucca en
Yuccoideae (Dahlgren et al., 1985).

Existe cierta controversia acerca de esta clasificacion. APG III, (2009) reconoce a
Agavaceae como una subfamilia denominada Agavoideae, y la ubica en la familia
Asparagaceae con base a estudios moleculares. Sin embargo, Kim et al., (2010)
demostraron que la familia Asparagaceae sensu lato es parafilética. Ante las incongruencias
que aun existen, en este trabajo se prefirid seguir la propuesta de Dahlgren et al., (1985) y
tratar el género Agave como parte de la familia Agavaceae.

Esta familia es endémica de América y contiene 330 especies. Se distribuye desde
los limites de Canada con los Estados Unidos hasta Bolivia, incluyendo las islas del Caribe.
Meéxico y el suroeste de los Estados Unidos se consideran el centro de origen de las
agavaceas. Su origen y diversidad estdn relacionados con el surgimiento de las zonas aridas
de Norteamérica y la evolucion de su flora desde mediados del Mioceno hasta el presente
(Eguiarte y Souza, 2007). En México se encuentran 251 especies, de las cuales 177 son
endémicas (Garcia-Mendoza, 2004). Oaxaca es la entidad con mayor diversidad de taxones
con 58 especies, que representa el 25% del total registrado para el pais (Garcia-Mendoza,
2004; Garcia-Mendoza y Meave, 2011).

El género Agave es el mas diverso y con mas amplia distribucion en la familia,
crece desde el sur de los Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela, incluyendo las islas
del Caribe (Garcia-Mendoza, 2002). De sus 200 especies en América, 150 se distribuyen en
Meéxico, y aproximadamente 103 son endémicas. Oaxaca, con 38 especies, nuevamente es
el estado con mayor diversidad. Le siguen Puebla, Sonora, Querétaro y Durango con 31,
30, 26 y 24 especies respectivamente (Garcia-Mendoza, 2004).

Las especies de Agave se caracterizan por tener raices fibrosas; tallo por lo general
corto, subterraneo, en ocasiones aéreo; hojas suculentas, dispuestas en espiral, margen
dentado y apice con una espina cornea, la epidermis tiene una cuticula gruesa con los
estomas hundidos. Las inflorescencias son racemosas, de apariencia espiciforme o

paniculada; las flores son bisexuales, epiginas, de color verdoso, amarillento o purptreas,



con perigonio tubular; estambres 6, libres o insertos en el tubo, exertos; estilo filiforme y
estigma trilobado. Los frutos son capsulas lefiosas con dehiscencia loculicida, semillas;
negras, lunulares, aplanadas y angostamente aladas en su porcion convexa. La mayoria de
las especies son monocarpicas, es decir, florecen una sola vez en su vida y mueren después
de fructificar. Su ciclo de vida varia entre 10 y 25 afios en plantas de gran tamafo, y de tres
a cinco afios en plantas pequefias. (Granados-Sanchez, 1993). Presentan un elevado nimero
cromosomico de tipo asimétrico, 2n= 60, con cinco pares de cromosomas grandes y 25
pequefios; alta frecuencia de poliploidia e hibridacion interespecifica. Lo anterior ha jugado
un papel importante en la evolucion del género, teniendo como consecuencia una alta
variacion morfologica (Pinkava et al., 1985; Castorena-Sanchez et al., 1991; Rocha et al.,
2005; Eguiarte y Souza, 2007; Palomino et al., 2007). Los agaves se propagan de manera
sexual mediante polinizacion cruzada, y de manera asexual mediante hijuelos originados en
el tallo, o bulbilos que se desarrollan en las ramas florales. Gentry, (1982) dividio el género
Agave en dos subgéneros: Agave y Littaea con base en la forma de sus inflorescencias, las
de aspecto espiciforme pertenecen a Littaea, y las de apariencia paniculada a Agave. Poseen
metabolismo 4cido crasulaceo (CAM), que les permite supervivir en los ecosistemas aridos
y semidridos de América. En tales ecosistemas son especies clave, debido a la gran cantidad
de recursos que proporcionan a otros organismos a través de sus hojas, flores, polen, néctar
y frutos (Eguiarte et al., 2000).

Las agavaceas y en especial las especies del género Agave forman uno de los grupos
de plantas mas importantes desde el punto de vista cultural y econémico. En las diversas
culturas de Mesoamérica y antes de la conquista, se utilizaron para satisfacer una serie de
necesidades bdasicas como; alimento, fibras, forraje, medicamento, construccion,
elaboracion de bebidas fermentadas y en rituales. Existen registros de su uso como fuente
de alimento y fibra en las cuevas de Guild Naquitz, Oaxaca, desde hace por lo menos 10,
000 afios (Flannery, 1986). Los espafioles lo consideraron el arbol de las maravillas, por los
multiples beneficios que ofrecia (Gentry, 1982; Cruz-Ramirez, 2000). Hoy en dia, ain son
importantes, pues cubren las necesidades basicas de diversos grupos humanos de nuestro
pais (Garcia-Mendoza, 2004; Colunga-GarciaMarin et al., 2007). La extraccion de bebidas
fermentadas como el aguamiel, fructanos e inulina (Mora-Lopez et al., 2011), y las bebidas

destiladas como el tequila y el mezcal son actualmente una actividad agroindustrial



econdémicamente muy importante (Garcia-Mendoza, 2004; Colunga-GarciaMarin y
Zizumbo-Villarreal, 2007; Vargas-Ponce et al., 2007).

El mezcal se produce a partir de 28 especies de Agave usadas y manejadas en mas
de 20 estados (Garcia-Mendoza, 2010). Oaxaca es el principal estado productor de mezcal
con el 75% de la produccion total nacional. El area productora comprende una extensa zona
del territorio oaxaquefio denominada “Regiéon del Mezcal”, que incluye siete distritos:
Ejutla, Miahuatlan, Ocotlan, Sola de Vega, Tlacolula, Yautepec y Zimatlan. Pertenecen a la
region de los Valles Centrales, excepto Miahuatlan que corresponde a la region Sierra Sur
(Espinosa-Paz et al., 2002; Bautista et al., 2008).

La produccion de mezcal se considera la base y el sustento de la vida
socioecondmica, politica y cultural de muchos pobladores oaxaquefios (Cruz-Ramirez,
2000). En el estado se han inventariado ocho especies y 17 formas silvestres de agaves
mezcaleros (Espinosa-Paz et al., 2002). La especic mas usada para producir mezcal, es
cultivada y se conoce como espadin (Agave angustifolia Haw.). En menor grado son
aprovechadas varias especies silvestres con diferentes grados de domesticacion: cirial (A.
karwinskii Zucc.), tobala (A. potatorum Zucc. y A. seemanniana Jacobi) y tepeztate (A.
marmorata Roezl), y algunas otras variedades domesticadas cultivadas como arroquefio (A.
americana L. var. oaxacensis Gentry) y mexicano (A. rhodacantha Trel.) (Berumen-
Barbosa, 2009; Leon-Vazquez, 2009; Garcia-Mendoza, 2004; 2010; 2011).

De Agave karwinskii se conocen diferentes poblaciones con aspecto morfoldgico
muy variable en areas geograficas particulares de Oaxaca y Puebla. Sobre todo, en la region
mezcalera de Oaxaca existe una gran diversidad de variantes locales con distintos nombres
comunes, reconocidos por pobladores y productores; quienes durante generaciones han
mantenido un manejo tradicional para producir mezcal y el uso de diferentes partes de la
planta (Gentry, 1982; Rivera-Cazares, 1983; Espinosa-Paz et al., 2002; Garcia-Mendoza,
2004; Conabio, 2006; Flores-Maya et al., 2010). Estas variantes locales hacen suponer que
puedan tratarse de diferentes taxones. Por lo que, en este trabajo se analiza la variacion
morfologica y genética de poblaciones de Agave karwinskii de diferentes localidades de los

Valles Centrales y Sierra Sur de Oaxaca, asi como del Valle de Tehuacan, Puebla.



OBJETIVOS

General

Determinar la variacion morfoldgica, genética y el nivel de ploidia de las poblaciones
silvestres y manejadas de Agave karwinskii para identificar posibles categorias

infraespecificas.

Particulares

- Identificar los caracteres morfologicos utiles para discriminar las diversas poblaciones de

Agave karwinskii empleando herramientas morfométricas y estadisticas.

- Describir la variacion genética presente entre las distintas poblaciones de Agave

karwinskii mediante el uso de la técnica AFLP y el nivel de ploidia por citometria de flujo.

- Inferir el nivel de variabilidad genética presente en los grupos morfologicos discretos

formados.



ANTECEDENTES

Agave karwinskii pertenece a la seccion Rigidae del género, que reune a trece especies
caracterizadas por tener hojas angostas rigidas y en forma de espada; inflorescencias con
pocas ramas, pedunculos con bracteas triangulares pequefias y cartaceas; flores verde
amarillentas con tépalos que se marchitan rapidamente y frutos con capsulas ovoidales que
contienen semillas grandes con alas marginales pequenas (Gentry, 1982). En esta seccion
presentan una alta variacion en sus estructuras vegetativas, mientras que, las reproductivas
son mas homogéneas. Algunas de las variaciones no son consistentes interespecificamente,
lo que ha hecho particularmente dificil la delimitacion de algunas especies (Gentry, 1982).
Esto es de suma importancia para aquellas especies que han estado sujetas a manejo
humano durante siglos, como es el caso de la especie objeto de estudio.

Agave karwinskii incluye plantas rosetofilas, caulescentes, coloniales, con tallos de
30 a 70 cm alto. Hojas lanceoladas, rigidas, fibrosas, algo concavas, verde-oscuras a verde-
amarillentas, persistentes a lo largo del tallo, con el margen recto, dentado, dientes con base
amplia, antrorsos, negruzcos o rojizos, distantes entre si, espina terminal, conica, amplia o
angostamente acanalada en el haz, negruzca. Las inflorescencias son paniculadas de 3 a4 m
de alto, umbelas laxas hasta de tercer orden de ramificacion; pedunculo verde; bracteas
triangulares, cartdceas, pardas. Las flores son de 4-5 cm largo, hipocrateriformes, verdes a
amarillentas; tépalos oblongos, erectos; tubo del perigonio 1-1.1 cm largo, 1 cm didmetro
en la porcion distal; estambres con filamentos de 3.5-4.0 cm largo, insertos en la mitad del
tubo del perigonio o ligeramente por arriba, verdosos, anteras amarillentas; ovario
cilindrico. Los frutos son céapsulas de 4-5 cm largo, 2.5-3.0 cm diametro, oblongas,
obpiriformes o subglobosas; semillas negras. Tiene bulbilos foliosos. Las formas
manejadas para producir mezcal en los Valles Centrales (VCO) y Sierra Sur de Oaxaca son
de inflorescencias que generalmente alcanzan de 3 a 4 m de altura; las rosetas son mas
grandes y tienen un mayor nimero de hojas que las plantas silvestres. Agave karwinskii es
endémica de México, unicamente se distribuye en los estados de Oaxaca y Puebla (Garcia-
Mendoza, 2011). De acuerdo con Conabio, (2006) limita su distribucion a las zonas aridas

del Valle de Tehuacan, Puebla (VTP) y a los Valles Centrales de Oaxaca.



Las poblaciones del VTP florecen en septiembre y octubre y fructifican de
noviembre a enero (Garcia-Mendoza, 2011), mientras que, las poblaciones de los VCO
florecen de agosto a noviembre y fructifican de diciembre a febrero (Rivera-Cazares, 1983;

Espinosa-Paz et al., 2002; Le6n-Vazquez, 2009; 2013).
Localizacion y descripcion del area de distribucion de Agave karwinskii

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan (VTC) abarca un area pequeia en el sureste de Puebla y
porciones adyacentes de Oaxaca. Se localiza entre los 17° 31' 39" a 18° 52' 38" N y los 96°
41' 5 a 97° 55' 03" W. La region fue decretada como Reserva de la Bidsfera por la
Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas en 1998. Desde el punto de vista
fitogeografico este Valle, pertenece a la Region Xerofitica Mexicana dentro del Reino
Neotropical (CONANP, 1998; Rzedowski, 2006). La reserva contiene una gran cantidad de
endemismos, resultado de una heterogeneidad de habitats con caracteristicas bioticas y
abioticas particulares (Rzedowski, 2006).

La altitud del Valle va desde los 440 hasta los 3200 m. Su clima varia de los secos
(B) a los templados subhumedos C (Wo) con lluvias en verano. La precipitacion promedio
anual con lluvias en verano va de 200 a 1800 mm. Tiene una riqueza etnofloristica
considerable, con 61.2% de la flora vascular utilizada por los pobladores (Lira et al., 2009).

Dentro de los elementos floristicos importantes destaca la familia Agavaceae, con
30 especies (Davila et al., 2002; Garcia-Mendoza, 2004). En esta region, se tienen estudios
arqueoldgicos en los que se ha documentado el uso de especies de Agave desde los 7,600 a.
C., a partir de excavaciones donde se encontraron bagazos de maguey mascado, espinas,
restos de canastas, petates y sandalias hechas con fibras de maguey (Brena-Bustamante,
2012). Actualmente persiste el aprovechamiento de estructuras morfologicas de algunas
especies de agaves, entre las que se encuentra A. karwinskii. Su tallo se usa para la
elaboracion de mezcal, las hojas para construccion, medicina y fibra, la planta completa
para cercos vivos, y las inflorescencias como ornamento del hogar o para conmemorar
celebraciones religiosas (Brena-Bustamante, 2012; Garcia-Mendoza, 2011). Los nombres
comunes que recibe esta especie en el VTC son: candelillo, cachitin, lechuguilla, y

tobasiche (Arias-Toledo et al., 2000; Garcia-Mendoza, 2011).



Los VCO conforman una de las doce subprovincias fisiograficas reconocidas en el
estado de Oaxaca. Se localizan entre los 16° 20” y 17° 40’ N y los 95° 55° y 97° 30° W. La
altitud varia de 1500 m a 3700 m. Sus caracteristicas topograficas, geologicas, orograficas e
hidrograficas determinan un clima muy variado. El clima abarca los grupos A (wo) calidos,
semicalidos (A) C (wo) y templados subhumedos C (wo) en las partes altas, hasta los
semiaridos BS1Thw y muy aridos BW (h’) w en las planicies, todos con lluvias en verano.
La precipitacion promedio anual es de 500 a 727.7 mm (Ortiz et al., 2004; Trejo, 2004).
Incluye siete distritos: Centro, Ejutla, Etla, Ocotlan, Tlacolula, Zaachila y Zimatlan.
(INEGI, 2001). La vegetacion predominante es el matorral xero6filo, asociada a vegetacion
de chaparral; destacan el guamuchil, mezquites, cactaceas, agaves, pastos, algunas especies
de arboles como fresnos, zapotes, amate y remanentes de bosques de pinos y encinos
(Coronel-Ortiz, 2006). Entre los elementos mas sobresalientes del matorral xerofilo esta el
género Agave, es abundante y es uno de los grupos de plantas mas importantes desde el
punto de vista ecoldgico, econdmico y socio-cultural. Actualmente persiste el uso de
estructuras morfologicas de agaves silvestres y con diferentes grados de domesticacion,
entre los que destaca A. karwinskii. De esta especie se ha documentado el uso del tallo, base
de hojas, pedunculo floral y flores para alimento. Jugos de tallos y base de hojas cocidos
para la destilacion de mezcal. Sus inflorescencias y hojas para forraje. La planta completa
para cercas vivas y una vez secas para combustible (Palma, 1991, 1998). Los nombres
comunes que recibe la especie en los VCO son: martefo, cirial, sierrudo, espina negra,
tripon, cuishe, San Martin y tobasiche (Garcia-Mendoza, 2004; 2010; Espinosa-Paz et al.,
2002; Leon-Vazquez, 2009).

La Sierra Sur es una region que conforma una de las doce subprovincias
fisiograficas reconocidas en el estado de Oaxaca. Se localiza entre los 15° 40' 55" a 16° 29"
45" N y entre los 95° 11' 41" a 97° 34' 57" W. Abarca tres distritos: Miahuatlan, Sola de
Vega y Yautepec. Es una region formada por un conjunto de lomerios, premontafas y
montafiosa. Las diferencias sobre la altitud son contrastantes, van desde los 1100 m hasta
los 3000 m en las partes altas donde se desarrollan una gran cantidad de pinaceas, bosques
mixtos de encino y pino, oyamel, hormiguillo y de cacticeas y agavaceas en las partes bajas
de la sierra. Los climas son variados, por lo general mas himedos que los anteriores: calido

himedo (Am), semicalido himedo (ACw) y el templado himedo C (m). La temperatura



promedio es de 10 °C a 22 °C en toda la region. Las lluvias tienen un promedio anual de
800 a 2000 mm (Trejo, 2004). Agave karwinskii es conocido como bicuishe y madrecuishe
en el distrito de Miahuatlan. Se ha documentado el uso de jugos de tallos y base de hojas
cocidos para la destilacion de mezcal. Inflorescencias y hojas para forraje (Espinosa-Paz et

al., 2002).

Domesticacion de plantas

La domesticacion de los seres vivos es un proceso evolutivo continuo. Se basa en la
seleccion natural, combinada con la seleccion artificial por los humanos y cultural de los
mismos; actla sobre plantas nativas incipientes, semi-domesticadas y totalmente
domesticadas (Perales et al., 2008; Casas et al., 2007). La domesticacion incipiente es el
resultado de practicas dirigidas a aumentar la disponibilidad o mejorar la calidad de los
recursos obtenidos de especies vegetales de importancia local. Estas practicas pueden tener
diferentes intensidades, formando poblaciones desde silvestres a toleradas, fomentadas,
protegidas y promovidas (Mariaca-Mendez, 1997; Bye, 1998; Caballero et al., 1998;
Rendoén-Aguilar et al., 2001; Casas et al., 2007; Albino-Garcia et al., 2011; Figueredo-
Urbina et al., 2012).

Las especies del género Agave, generalmente son toleradas segun el criterio de
Casas et al., (2007), por ser especies consideradas con una importancia local. Su
domesticacion incipiente se deriva de una practica arraigada y ancestral, que involucra
dejar plantas silvestres en pie durante el aclareo de la vegetacion o la apertura de terrenos
para la agricultura. Esta es una forma de domesticacion presente en varias especies de
agaves, entre los que se podrian mencionar: A. americana L., A. cupreata Trel. & A.
Berger, A. durangensis Gentry, A. funkiana K. Koch & C. D. Bouché, A. inaequidens K.
Koch, A. karwinskii Zucc., A. lechuguilla Torr., A. marmorata Roezl., A. maximiliana
Baker, A. potatorum Zucc. y A. rhodacantha Trel. (Urrutia-Cruz, 1986; Conabio, 2006;
Carrillo-Galvan, 2011; Cruz-Garcia et al., 2013).

En otras especies del género, se han documentado distintos grados de domesticacion
dentro de una misma especie, que van del uso de poblaciones silvestres, pasando por los
diferentes niveles incipientes de domesticacion (toleradas, fomentadas, protegidas y

promovidas), hasta ser totalmente domesticadas y cultivadas, tales como: espadin (Agave



angustifolia Haw.), henequén (A. fourcroydes Lem.), A. hookeri Jacobi, A. mapisaga Trel.,
A. rhodacantha Trel., A. salmiana y A. tequilana Weber ‘Azul’ (Urrutia-Cruz, 1986;
Colunga-GarciaMarin et al., 1996, 1999; Gil-Vega et al., 2006; Vargas-Ponce et al., 2007,
2009; Mora-Lopez et al., 2011; Figueredo-Urbina et al., 2012; Rivera-Lugo, 2014).
Algunos autores han documentado las divergencias morfologicas y genéticas dentro
y entre las distintas poblaciones de estas especies mediante herramientas estadisticas y
moleculares, demostrando que hay nombres tradicionales que corresponden con las
entidades distintivas agromorfologicas y genéticas. Las unidades taxondmicas mas
utilizadas para describir dichos recursos han sido: especie, subespecie, variedad botanica y
cultivar, con el objetivo de ofrecer una informacion basica para su clasificacion, la
bioconservacion y el aprovechamiento integral del germoplasma (Colunga-GarciaMarin et

al., 1996; 1998; 2007, Vargas-Ponce et al., 2007; Rivera-Lugo, 2014).

Analisis morfométrico

La morfometria es el andlisis numérico y estadistico de las estructuras morfologicas. Es
ampliamente usado para detectar variacion discontinua en caracteres morfologicos
taxonomicos y aquellos asociados a modificaciones debidas a la domesticacion. Se
reconocen similitudes y diferencias existentes entre OTU’s (Unidades Taxondmicas
Operativas), analizadas a partir de un cierto nimero de caracteres mediante técnicas de
agrupamiento fenético y métodos de ordenacion (Crisci y Lopez-Armengol, 1983; Rohlf,
2008).

Mediante estos métodos, en Agave fourcroydes se reconocié que hay cultivares que
tienen un tamafio de rosetas mas grandes, mayor cantidad de fibras y menor cantidad de
espinas, en relacion con poblaciones silvestres de A. angustifolia (Colunga-GarciaMarin et
al., 1996; 1997; 1998). Los agaves productores de fibras del centro-occidente de México
(Agave angustifolia y A. rhodacantha) mostraron variaciones morfologicas significativas
como gigantismo, mayor fibrosidad y menor espinosidad en las poblaciones manejadas
(Carrillo-Galvan, 2011). En agaves pulqueros (A. salmiana var. ‘Salmiana’, A. salmiana
var. ‘Ayoteco’ A. mapisaga ‘Negro’ y ‘Xilometl’) se identificaron los siguientes caracteres
discriminatorios asociados a mayores grados de domesticacion: dientes pequefios y rosetas

grandes (Mora-Lopez et al., 2011). Entre poblaciones silvestres y cultivadas de agaves



mezcaleros del occidente de México (Agave angustifolia, A. tequilana ‘Azul’, A.
rhodacantha) los cultivares tradicionales se identificaron como entidades morfologicas
diferenciadas (Vargas-Ponce et al., 2007). Este método también ha sido aplicado para
esclarecer y resolver problemas taxondmicos. En el género Prochnyanthes se analizo la
variacion morfolégica, y se determind que estd compuesto por una sola especie
(Prochnyanthes mexicana) y no de tres (P. bulliana y P. viridescens), como se habia
propuesto en trabajos anteriores (Castro-Castro et al., 2010). El analisis candnico de
funciones discriminantes ha sido utilizado en agaves mezcaleros (A. angustifolia, A.
rhodacantha y A. tequilana), ha demostrado que los caracteres morfologicos
discriminatorios obtenidos corresponden con los nombres tradicionales que usan los
productores y son entidades genéticas diferenciables (Vargas-Ponce et al., 2007; Rivera-

Lugo, 2014).

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son fttiles para documentar divergencias genéticas. Tienen
ventajas en comparacion con las mediciones morfologicas, ya que no varian con el
ambiente ni dependen del estado de desarrollo del individuo, siguen las bases de la herencia
mendeliana y son ideales para estudios de diversidad, filogenia y como una herramienta
para la clasificacion taxonomica (Simpson, 1997). Existen distintos tipos de marcadores
con base en distintos criterios de uso; solo un grupo determinado estiman cuantitativamente
a nivel infraespecifico que tan similares o diferentes son genéticamente dos fragmentos de
ADN. Los mas comunes son isoenzimas, microsatélites o SSRs (repeticiones de secuencias
simples), RFLP (polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion), RAPD
(polimorfismos de ADN amplificados al azar) y AFLP (polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados (Avise, 1994; Vos et al., 1995). Dichos métodos utilizan la
distancia genética como comparativo dentro y entre poblaciones, entre variedades o
subespecies y entre especies, bajo el supuesto de que las diferencias genéticas se
incrementan con la distancia taxondmica que los separa; distancias menores indican una
estrecha similitud genética, mientras que distancias mayores indican una relacion genética
mas distante. Con excepcion de los microsatélites e isoenzimas que ademas se pueden

examinar las relaciones evolutivas.



En el género Agave, se han aplicado varias de estas técnicas para investigar las
relaciones que existen entre poblaciones silvestres y domesticadas. Se usaron isoenzimas
para conocer las evidencias de las relaciones filogenéticas entre el germoplasma del
henequén (A. fourcroydes) y algunas poblaciones silvestres de A. angustifolia del estado de
Yucatan. Este trabajo confirmé, que A. angustifolia es el ancestro silvestre del henequén.
Esta especie silvestre, presenta una alta variacidn isoenzimatica; mientras que en los
cultivares del henequén todos los individuos son idénticos entre si o con diferencias
genéticas minimas (Colunga-Garcia-Marin et al., 1999).

También se han hecho comparaciones combinadas de morfologia y genética. Por
ejemplo, las poblaciones silvestres manejadas in situ y cultivadas de Agave hookeri y A.
inaequidens (de los que se obtiene mezcal raicilla y pulque) se estudiaron mediante la
técnica de microsatélites. En ambas especies se detectaron divergencias genéticas que
fueron comparadas con las divergencias morfoldgicas. Por el grado de similitud entre ellos
se determind, que A. hookeri provenie de A. inaequidens (Figueredo-Urbina et al., 2012).
En este caso los caracteres morfologicos y genéticos coincidieron. Por el contrario, en los
agaves pulqueros del nororiente del estado de M¢éxico, estudiados con marcadores tipo
RAPD, se agruparon de manera clara de acuerdo a las especies taxonomicas y a las
variantes que reconocen los productores pulqueros; sin embargo, estos resultados no fueron
congruentes con el dendograma de caracteristicas morfologicas (Alfaro-Rojas et al., 2007).

En Agave tequilana ‘Azul’ se estimé la variacidon genética dentro y entre campos
tequileros mediante marcadores RAPDs; se obtuvieron valores de disimilitud menores de
0.01 y solo se detectaron dos fragmentos polimorficos entre 40 individuos (Gil-Vega et al.,
2001). Sin embargo, con la técnica AFLP los resultados indicaron que ciertas variedades
cercanas genotipicamente a A. tequilana tenian un nivel significativo de diversidad genética
presente (Gil-Vega, 1997; Gil-Vega et al., 2006). Este estudio coincidié con las diferencias
genéticas encontradas en el nivel de ploidia y tamafio del genoma entre las distintas
variedades de A. tequilana evaluadas por citometria de flujo (Palomino et al., 2003). Segun
estos resultados los niveles diploides, triploides y tetraploides de tales variedades
correspondieron con los subgrupos formados en el dendograma.

La técnica AFLP fue propuesta por Vos et al., (1995). Su funcion es realizar un

corte de ADN gendmico combinado con enzimas de restriccion y la técnica de reaccion en



cadena de la polimerasa (PCR). Permite detectar multiples loci polimorficos en el genoma
por cambios en los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion. Fue modificada
para su utilizacion en agaves por Simpson (1997) y contribuyd exitosamente a resolver
problemas taxondmicos en el género. Gil-Vega et al., (2007) utilizaron dicha técnica a nivel
de los subgéneros Littaea y Agave y demostraron que la clasificacion genética obtenida esta
en correlacion con las clasificaciones morfolégicas cldsicas aceptadas. El uso de estos
marcadores ha resultado ser util y recomendable para identificar la variacion genética
estrechamente relacionada entre poblaciones y variedades de especies de Agave y, su buena
contribucion en resoluciones taxonémicas (Keb-Llanes et al., 2002; Infante et al., 2003;

Barraza-Morales et al., 2006; Gil-Vega et al., 2007; Rivera-Lugo, 2014).

Analisis de ploidia.

Los cambios en los niveles de ploidia son eventos importantes en la evolucion de plantas
superiores. El contenido de ADN en una especie se refiere al peso del genoma en
picogramos (pg).

En Agave se ha informado la presencia de niveles diploides de 8, triploides de 12.5,
tetraploides de 16, pentaploides de 20, hexaploides de 24 y octoploides de 32 pg,
respetivamente. Y, se ha confirmado que existe una relacion entre el tamafio del genoma y
el nivel de ploidia. Generalmente a mayores niveles de ploidia corresponden a poblaciones
de agaves con algin grado de domesticacion (Palomino et al., 2003, 2005; Moreno-Salazar
et al., 2007). El contenido de ADN nuclear o tamafio del genoma y los niveles de ploidia
son estimados mediante la técnica de citometria de flujo, el cual es un método util, rapido y
preciso cuando los estudios de cariotipo se dificultan (Dolezel, 1997; Banerjee et al., 1987;
Serrato-Cruz et al., 2000; Palomino et al., 2003, 2005; Moreno-Salazar et al., 2007).

En este trabajo se utilizan estos tres métodos: andlisis morfométrico, analisis
genético mediante la técnica de AFLP y el nivel de ploidia por citometria de flujo, para
elucidar las relaciones morfoldgicas y genéticas entre las distintas poblaciones silvestres y

manejadas de Agave karwinskii y poder identificar posibles categorias infraespecificas.



METODOS

Revision bibliografica

Se reviso la literatura taxonémica y biologica de Agave karwinskii: la descripcion
original de Zuccarini (1833), el trabajo de Gentry (1982) para el grupo Rigidae y la
descripcion de la especie por Garcia-Mendoza, (2011) para el Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
La fuente de informacion para los Valles Centrales de Oaxaca se obtuvo de tesis de
Licenciaturas y manuales (Rivera-Cazares, 1983; Espinosa-Paz et al., 2002; Leon-Vazquez,
2009; 2013).También se analizaron trabajos relacionados con los distintos grados de
domesticacion que han sido publicados para especies de agaves mezcaleros, pulqueros y
proveedores de fibras (Colunga-GarciaMarin et al., 1996; 1998; 2007; Vargas-Ponce et al.,
2007).

Revision de ejemplares de herbario

Se revisaron 28 ejemplares de herbario depositados en MEXU Yy las bases de datos REMIB
y UNIBIO para Agave karwinskii. A partir de ellos, se gener6 un mapa de distribucion

geografica de colectas de la especie, con el fin de seleccionar nuestras localidades y
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Fig. 1. Distribucion geografica de R
Agave karwinskii en Oaxaca y Puebla a
partir de datos de ejemplares de

herbario. Elaboracion propia en Arc View
GIS 3.2




ZONA DE ESTUDIO

Se eligieron un municipio de Puebla, Zapotitlan de las Salinas (ZSP), y un municipio por
cada uno de los distritos de Tlacolula, Ocotlan y Ejutla de los VCO y dos municipios para
Miahuatlan de la Sierra Sur de Oaxaca (Fig. 2). El Cuadro 1 describe la ubicacion
geografica, el ambiente y clima de cada municipio correspondiente a las zonas de estudio.
Los datos fueron tomados a partir de la informacién mas reciente del prontuario de
informacion geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos (INEGI, 2012 a, b, c,
d) y de las estaciones climatoldgicas mas cercanas a las zonas muestreadas (CONAGUA).

Las formulas climaticas se obtuvieron de acuerdo a Garcia (1998).

SQ“D"{)“W 98° O"O"W 97“0.'0"W 95°0I‘0‘W 95°0I'0"W

- _-'\-._\’, s

Puebla

Oaxaca

B sitio xitiapehua I santa catarina Minas [ Distrito de Tlacolula | Distrito de Miahutian

- San Luis Amatlan - San Pedro Totolapan - Distirto de Ejutla
San Agustin Amatengo - Zapotitlan de las Salinas Distrito de Ocotlan

Fig. 2. Ubicacion geografica de las zonas de estudio.
Elaboracion propia en Arc View GIS 3.2
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Cuadro 1. Ubicacion geografica y descripcion ambiental de las zonas de estudio.

Estado | Distrito Municipio Descripcion climatica y ambiental municipal | Localidades
muestreadas
Puebla Zapotitlan | Coordenadas. 18° 07’y 18°25°' N y 97° 24’y Ruta a las
de las 97°41’W Canteras de
Salinas Altitud: 1 200-2 500 m. Ambar
Provincia fisiografica: Eje neovolcanico y sierras
de Puebla
Temperatura media anual: 14 — 26°C
Intervalo de precipitacion: 400 — 700 mm
Clima: Secos; BSo w(w) y semicalido con Iluvias
en verano BS (w) (h’) h
Tipo de vegetacion: Matorral xerofilo
El Calicanto,
Oaxaca | Ocotlan Santa Coordenadas. 16°44’ y 16°51° Ny 96°35’ y El Portillo,
Catarina | 96°39° W El Encino.
Minas Altitud: 1500- 2 300 m. Los
Provincia fisiografica: Valles Centrales de Oaxaca | Huamuchil’s.
Temperatura media anual: 16 — 22°C Los
Intervalo de precipitacion: 600 — 800 mm Pifuelares.
Clima: semicalido subhiimedo con lluvias en La Jicarita y
verano BS; (w) h’ (h) calle Nicolas
Tipo de vegetacion: remanentes de bosque de del Puerto
encino, bosque de pino y selva baja caducifolia en | (Terreno de
las partes altas. En las partes bajas; matorral cultivo)
xerofilo, bosque ripario y vegetacion secundaria.
. San Agustin | Coordenadas. 16°27° y 16°34’ Ny 96°45’ y
Oaxaca | Ejutla Amatengo 96°54° W La Huerta y
Altitud: 1300-2 500 m. Loma bonita
Provincia fisiografica: Valles Centrales de Oaxaca
Temperatura media anual: 18 — 22°C
Intervalo de precipitacion: 600 — 1 000 mm
Clima: Semiseco B So (w) h’ (h) y semicalido con
lluvias en verano BS; (w) h’ (h).
Tipo de vegetacion: selva baja caducifolia, matorral
xerofilo, bosque ripario y vegetacion secundaria.
. Coordenadas. 16°20° y 16°36’ Ny 96°21° y Camino a la
Oaxaca San Luis 96°35°W secundaria,
Amatldn 1 Atitud: 1100- 2300 m. rumbo a
Provincia fisiografica: Sierra Madre del Sur Guicheque.
Temperatura media anual: 16 — 24°C Yocabo y
Intervalo de precipitacion: 400 — 700 mm camino a
Clima: Semiseco B So (w) h’ (h) y semicalido con Zagala.
Miahuatlan lluvias en verano BS; (w) h’ (h).

Tipo de vegetacion: matorral xerofilo, matorral
espinoso y vegetacion secundaria.




Sobre

. Coordenadas. 16°19° y 16°25° Ny 96°30’ y carretera al

X1tlapehua 96°34° W sur de
Altitud: 1 400-1 800 m. Xitlapehua.
Provincia fisiografica: Sierra Madre del Sur
Temperatura media anual: 18 — 22°C Sobre
Intervalo de precipitacion: 500 — 600 mm carretera
Clima: Seco BSow (h’), Semiseco B So (w) h’ (h) y | hacia
semicalido con lluvias en verano BS,; (w) h’ (h). Miahuatlan

Tipo de vegetacion: matorral xerdfilo, matorral
espinoso y vegetacion secundaria

Coordenadas. 16°34° y 16°45° Ny 96°03’y

Oaxaca | Tlacolula San Pedro 96°27°W Zona el
Totolapan | Ajitud: 600- 2 500 m. aguacate y el
Provincia fisiografica: Valles Centrales de Oaxaca llano de.
macahuite

Temperatura media anual: 16 — 26°C

Intervalo de precipitacion: 400 — 700 mm

Clima: Calido subhiimedo con lluvias en verano

BS,; (w) (h")

Tipo de vegetacion: selva baja caducifolia y matorral
xerofilo.

Trabajo de campo
Seleccion de poblaciones, material vegetal colectado y herborizado

Se hicieron doce salidas al campo durante el periodo de junio de 2012 a enero de 2014. La
primera salida fue de prospeccion. Se disefio un recorrido de acuerdo a la literatura y a los
datos de herbario consultados. Durante el recorrido se consultd a pobladores y productores
de mezcal en la Sierra Sur y los Valles Centrales de Oaxaca y de Zapotitlan de las Salinas,
Puebla, haciendo énfasis en los nombres comunes que la gente les asigna a los diferentes
morfotipos en cada municipio. Con base a esta prospeccion, se seleccionaron once
poblaciones de diferentes localidades: una correspondio a Zapotitlan de las Salinas, Puebla
y diez para el estado de Oaxaca; dos para la Sierra Sur y ocho para los Valles Centrales.
(Cuadro 2). Se evaluaron las condiciones en las que se localizé cada poblacion a partir de
las condiciones del ambiente, del manejo y uso que le dan las personas y productores
mezcaleros. Con ello se aproximo a describir el tipo de manejo en cada poblacion.

Las posteriores salidas fueron dedicadas a la colecta de material vegetativo y
reproductivo para la obtencion de datos morfométricos y para ejemplares de herbario. Se

hicieron mediciones de las plantas en campo, por ejemplo: didmetro y altura de la roseta,




altura y circunferencia del tallo, altura total de la inflorescencia, longitud de las ramas,
coloracion de partes florales (ver la siguiente seccion y Anexo 1). Se colectaron tres hojas y
15 flores en liquido GAA para su conservacion y cinco frutos por cada individuo para hacer
las mediciones en gabinete. Aparte, se colectaron hojas, flores y frutos por triplicado para
ejemplares de herbario. El material vegetal se transportd en fresco al Laboratorio de la
Coleccion de Agavaceas del Jardin Botanico de la UNAM, donde se llevaron a cabo las
mediciones, asi como el herborizado. Ademas, se colectaron un total de 99 hijuelos, 9 por
cada poblacion, los cuales se mantuvieron cultivados en macetas en el Jardin Botanico de la

UNAM para el analisis molecular-AFLP.

Analisis morfométrico
Seleccion de caracteres

Se gener6 una lista de 51 caracteres morfologicos para ser medidos (Anexol). Se
seleccionaron con base en los caracteres que se han utilizado en las descripciones
taxonomicas para Agave (Gentry, 1982) y a los que probablemente podrian indicar
tendencias de domesticacion de acuerdo con Colunga-GarciaMarin et al., (1996); 44 de
ellos son de multiestado-cuantitativos. De los siete caracteres restantes, tres son

multiestado-cualitativos sin secuencia logica y cuatro doble-estado excluyentes.

Cuadro 2. Seleccion de poblaciones a partir de nombres comunes y ejemplares colectados.

Estado | Distrito | Municipio Localidad Nombre Ejemplares Hijuelos
comin
Puebla Zapotitlan | Ruta a las Canteras cachitun 7 9
de las de Ambar
Salinas
El Calicanto, El sierrudo 7 9

Portillo , El Encino
y Los -Huamuchil’s

, El Calicanto, El cirial 7 9
Ocotlan Santa : .
: Portillo y El Encino
Catarina
Minas .
Los Pifiuelares y martefio 7 9
Calle Nicolas del
Puerto




Oaxaca

Predio de la Sra.
Inés (terreno de
cultivo de maiz) y
La Jicarita (predios
abandonados)

tripon

Calle Nicolas del
Puerto (Terreno de
cultivo de maiz) y
El Rejo

espina negra

Miahua-
tlan

San Luis
Amatlan y
Xitlapehua

Camino a la
secundaria, rumbo
a Guicheque
predios
abandonados y
sobre carr. al sur de
Xitlapehua

madrecuishe

Yocabo. Predios de
terrenos y sobre
carr. al sur de
Xitlapehua y carr. a
Miahuatlan

bicuishe

Ejutla

San
Agustin
Amatengo

La Huerta y Loma
Bonita (terrenos de
cultivo de maiz y
predios
abandonados)

tobasiche

san Martin

Tlacolula

San Pedro
Totolapan

El Llano de
Macahuite y El
Aguacate

cuishe

Trabajo de gabinete; medicion de caracteres

Las medidas para los 44 caracteres cuantitativos se realizaron con el uso de un vernier
digital para escalas pequefias (mm) y con una regla y un flexdmetro para escalas mayores
(cm y m). Los tres caracteres de tipo multiestado-cualitativos sin secuencia logica se
transformaron asignando una funcioén ordinal (1, 2 y 3). Los cuatro caracteres de tipo doble-
estado excluyentes se asignaron con digitos de 1 y 2 (Anexo 1). Después se hizo una matriz
basica de datos en formato Excel conformada por 77 filas correspondientes a los individuos

(siete individuos por cada poblacién) y 51 columnas pertenecientes a los caracteres

cuantitativos.




Analisis estadisticos
Andlisis exploratorio de datos

Los 51 caracteres cuantitativos evaluados fueron sometidos a un Analisis Exploratorio de
Datos (AED) para reconocer patrones generales de dispersion y aquellos valores atipicos de
las medidas (datos) de cada caracter. Se hicieron diagramas de caja para observar la
mediana reflejada en forma de muesca, los cuartiles y valores extremos para cada caracter
(Salgado-Ugarte, 1992). La finalidad del AED, es examinar previamente los datos antes de
la aplicacion de cualquier técnica estadistica. De esta forma se consigue un entendimiento
basico de las relaciones existentes entre las variables analizadas que proporcionan una
proximidad rapida de las diferencias o no de ellas, dentro y entre las poblaciones estudiadas

(Salgado-Ugarte, 1992).
Estandarizacion de los datos

Se estandarizaron los datos de los caracteres multiestado cuantitativos. Esta funcion
remueve y mantiene a un mismo nivel las escalas del conjunto de datos de cada variable sin
afectar su peso y su dimension, importante para realizar el método de agrupamiento
fenético.
Se aplico el algoritmo con el programa NTSYS.2.1. (Crisci y Lopez-Armengol,
1983): Y’=Y—a
b

Donde: ¥’: valor estandarizado de un caracter morfoldgico.
Y: valor real de dicho caracter.
a: valor promedio del caracter.
b: desviacion estandar del caracter.

Analisis de correlacion de las variables

Mediante el programa XL-STAT, se hizo un analisis de correlacion de Pearson de las 51
variables estandarizadas inicialmente propuestas. La intencion fue identificar aquellos
caracteres altamente correlacionados y asi poder descartarlos de la matriz basica de datos.
Esto nos permite identificar qué variables son las que estan aportando la mayor variacion y

utilizarlas para proseguir con los métodos de agrupacion y ordenacion (Salgado-Ugarte,



1992; Rivera-Lugo, 2014). Dicho coeficiente oscila entre —1 y +1. Un valor de +1 indica
una relacion lineal positiva perfecta. Una correlacion proxima a cero indica que no hay

relacion lineal entre las dos variables (Salgado-Ugarte, 1992).

Anadlisis de Agrupamiento Fenético

Después del andlisis de correlacion se eliminaron 14 caracteres altamente correlacionados
(cuadro 3) y la matriz basica de datos se redujo a 37 caracteres estandarizados. Enseguida
se generd una matriz de similitud con el algoritmo de “correlacion” mediante el programa
NTSYS-Pc2.1 y se construyo el fenograma de distancias morfoldgicas con la técnica de
ligamiento media aritmética no ponderada (UPGMA). Se valord la robustez de la
construccion del fenograma mediante el coeficiente de correlacion cofenético (valor de r);
aquellos valores cercanos a uno indican una clasificacion robusta respecto a las
agrupaciones formadas (Crisci y Lopez-Armengol, 1983). Este andlisis de agrupamiento
fenético tiene la finalidad de formar grupos de objetos en relacion con el grado de similitud
entre dos OTU’s o grupos de estas, cuantificables al aplicar un coeficiente de similitud a
una matriz basica de datos (Sokal et al., 1963). El objetivo es sintetizar la informacion y
obtener el reconocimiento de la similitud entre la totalidad de las OTUS, clasificadas u
ordenadas jerarquicamente en un fenograma, tal como se han hecho en Agave (Colunga-
GarciaMarin et al., 1996; 1997; 1998, Vargas-Ponce et al., 2007; Carrillo-Galvan, 2011;
Mora-Lopez et al., 2011; Castro-Castro et al., 2010; Rivera-Lugo, 2014). Este método es
parte de un enfoque fenético, que clasifica entidades biologicas infraespecificas
taxondmicamente en la proporcion de las similitudes y diferencias sin considerar el proceso

genealogico (Crisci y Lopez-Armengol, 1983).

Analisis de Componentes Principales

A partir de la matriz bésica de datos con las 37 variables estandarizadas y mediante el uso
del programa NTSYS-Pc2.1, se gener6 una matriz de similitud con el algoritmo varianza-
covarianza y se obtuvieron los componentes principales 1 y 2 junto con las graficas
bidimensionales que mostraron la dispersion y agrupacion de los individuos a partir de las
similitudes y diferencias de los vectores de cada caracter. Los componentes principales son

una combinacion lineal de las variables originales, de tal manera, que s6lo unas pocas



variables reunen el mayor porcentaje de la variabilidad de los datos, principalmente en los
componentes 1 y 2 (Crisci y Lopez-Armengol, 1983). Este método ha sido aplicado en el
género Agave (Colunga-GarciaMarin et al., 1996; 1997Castro-Castro et al., 2010; Rivera-
Lugo, 2014) y en algunos casos ha sido un complemento para las clasificaciones fenéticas

hechas, lo que ha funcionado como un respaldo para confirmar dichos resultados.

Anélisis Canonico de Funciones Discriminantes

Se hizo un andlisis candnico de funciones discriminantes mediante el programa IBM SPSS,
version 19 para demostrar si las variables consideradas en este estudio son buenos
estimadores para diferenciar y clasificar grupos. Este andlisis permite comprobar la
hipdtesis inicialmente planteada, partiendo del supuesto de que si fueran diferentes taxones,
en funcion de los nombres comunes que manejan los pobladores de los VCO y Sierra Sur,
los limites de cada poblacion estaran definidos por una menor cantidad de variables a partir
de las 37 inicialmente establecidas. Dicha prueba de significancia contendra la informacion
util que hard la discriminacioén entre los distintos taxones que resulten. Es una regla mas
sencilla para clasificar OTU’s en subgrupos de tipos semejantes, o entre poblaciones
silvestres y manejadas como han sido aplicados en agaves (Vargas-Ponce et al., 2007,
Rivera-Lugo, 2014). Enseguida se contrast6 la hipdtesis nula mediante la prueba de
Lambda de Wilks, el cual toma en cuenta las medias multivariantes de los datos de cada
grupo (los centroides). Aquellos valores préximos a cero indican una gran similitud entre
los grupos formados, mientras que, valores préximos a uno sefialan una gran diferencia
entre ellos (Montanero, 2008). También se evalu6 el porcentaje de clasificacion de cada
poblacion agrupada, a partir del modelo que propone el diagrama de funciones

discriminantes.

Analisis genético

Antes de obtener los AFLP’s se hizo la extraccion de ADN. Las muestras de tejido vegetal
se obtuvieron de 99 hijuelos de las poblaciones indicadas (Cuadro 2). Las hojas jovenes de
de los hijuelos se envolvieron en papel periddico himedo y se transportaron en una caja de
carton a las instalaciones del Laboratorio de Genética del Desarrollo del Departamento de

Ingenieria Genética del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados, Unidad Irapuato del



Instituto Politécnico Nacional. Las hojas se limpiaron con alcohol etilico al 70% y se
eliminaron, la espina terminal y los dientes. Se cortaron muestras de tejido con un bisturi y
sobre placas de vidrio piezas de aproximadamente 1 x 1 cm. Estas porciones de hoja se
colocaron en nitrogeno liquido (-196 °C) y se almacenaron en un ultra congelador (-70°C a
-80°C) para la consecuente extraccion de ADN y obtencion de AFLP’s.

La extraccion de ADN se hizo mediante el uso del DNeasy Plant Mini Kit de la marca
Qiagen. EIl kit proporciona una manera rapida y fécil para purificar ADN con alta calidad.
Posteriormente se llevaron a cabo los siguientes pasos, siguiendo el manual del Laboratorio
de Ingenieria Genética de esta Unidad Académica para verificar la calidad del ADN vy
proseguir con el analisis de AFLP:

— Lectura de la concentracion de ADN en Nanodrop.
— Dilucion del ADN.
— Determinacion de la calidad de ADN en geles de agarosa.

Obtencion de AFLP

Se prosiguid con el analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados del
ADN. Esta técnica permite complementarse con los tres andlisis morfométricos
anteriormente aqui establecidos, que a diferencia de otros marcadores moleculares no lo
hacen, al menos para Agave. Son un indicador de confiabilidad bajo esta relacion, ya que se
ha demostrado la relacion que hay sobre la clasificacion genética y la clasificacion
morfoldgica clasica aceptada, entre especies y variedades del género Agave. (Gil-Vega et
al., 2007; Rivera-Lugo, 2014). Se¢ basa en detectar la variacion genética mediante patrones
electroforéticos de ADN donde se reconocen los “loci polimorficos”. Representan datos
cualitativos, luego se convierten a estimaciones cuantitativas y se evallian en “distancias
genéticas”. Determinan que tan similares o diferentes genéticamente son dos fragmentos de
ADN de los individuos analizados (Avise, 1994; Simpson, 1997; Gil-Vega et al., 2007).

En este caso, al obtener las distancias genéticas en las distintas poblaciones de
Agave karwinskii se podra inferir si dicha clasificacion genética coincide con la
conformacion de los grupos morfolégicos discretos obtenidos en la parte del analisis
fenético, de componentes principales y del andlisis canonico de funciones discriminantes.

Para la obtencion de AFLP’s se sigui6 el protocolo de Vos et al., (1995) y se us6 a

Agave angustifolia como especie comparativa. Los pasos fueron los siguientes:



1.- La digestion se realizo en tubos nuevos de PCR con 100 ng de ADN gendmico y dos
enzimas de restriccion (una de corte raro, Eco RI, y la otra de corte frecuente, Mse I) para
obtener pequefios fragmentos de ADN. Se incubaron en un termociclador para PCR durante
2 horas a 37°C, y uno por 15 minutos a 70°C para inactivar las enzimas.

2.- Para la ligacion, en los tubos anteriores se anadieron los adaptadores de doble cadena de
ADN, que se ligan a los extremos de los fragmentos de ADN restringido, para generar
plantillas para la amplificacion. Los reactivos utilizados fueron los incluidos en el kit de
preparacion de templado LI-COR.

3.- En la pre-amplificacion se usaron los primers iniciadores ECO RI+A y Mse I+A para
amplificar las regiones flanqueantes que contienen el sitio de union del primer y el sitio de
restriccion.

4.- En la amplificacion selectiva se emplearon primers marcados con fluorescencia con tres
nucledtidos selectivos en el extremo 5’ y sin marcar. Se hicieron cuatro combinaciones
diferentes, en hielo y sin exposicion a la luz.

Después las muestras fueron centrifugadas brevemente y se incubaron en un
termociclador para PCR con un ciclo a 94°C y 65°C por 30 segundos cada temperatura y
72°C por un minuto. Enseguida se aplicaron doce ciclos para disminuir subsecuentemente
la temperatura de alineamiento a 0.7°C por ciclo, después a 94°C por 30 segundos para
desnaturalizar y 72°C por un minuto para elongar las cadenas. Al final se mantuvieron 23
ciclos a 94°C y 56°C por 30 segundos respectivamente y 72°C por un minuto y se
mantuvieron almacenados a 4°C.

La amplificacion selectiva se separd por electroforesis en gel desnaturalizante de
poliacrilamida con 2 pL de la solucion amortiguadora blue-stop y 3 uL de cada muestra
(PCR), se mezclaron y se centrifugacion brevemente. Después se desnaturalizaron por 3
minutos a 94 °C y se mantuvieron en hielo, cubiertas con papel aluminio. Finalmente, se
precorrio el gel a 2000V con el buffer TBE 5X durante 20 minutos. Enseguida se cargdé el
gel de poliacrilamida con 0.8 pL de cada muestra desnaturalizada. Se uso el marcador de
peso molecular estandar de 50-700 pb, marcados a 700 y 800 IRDye. Se obtuvo el patron

de fragmentos con el analizador de imagenes marca LI-COR 4300.



Analisis del nivel de ploidia por Citometria de Flujo

Se evaluo el nivel de ploidia en cada poblacion como un comparativo para el andlisis
morfolégico y genético-AFLP. Se analiz6 si dicho nivel de ploidia est4 influenciado por el
grado de manejo humano y, si es un indicativo de su nivel de domesticacion en las
poblaciones manejadas como se han hecho en agaves (Palomino et al., 2003, 2005;
Moreno-Salazar et al., 2007; Rivera-Lugo, 2014)

Se tomaron muestras de las hojas de hijuelos de tres individuos por cada poblacion que
fueron colectados en las localidades indicadas (en total 33 muestras, por cada individuo se
hicieron tres repeticiones). Este analisis se llevo a cabo en el Departamento de Servicios
Gendmicos del Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad del CINVESTAV
Unidad Irapuato, Guanajuato.

Se uso6 un citometro de flujo de la marca Partec® modelo PA II. Se utiliz6 un agente de
tincion CyStain® UV ploidy de la marca Partec para la tincion fluorescente de ADN
nuclear, este es un marcador de tipo especifico (solo indica enlaces A-T) para determinar el
nivel de ploidia de las 33 muestras. La lectura de las muestras se sigui6 de acuerdo a las
instrucciones del protocolo de la marca Partec. Se us6 como patron estandar a Agave
tequilana ‘Azul’ de nivel diploide con ADN de 8.389 pg, ya que su contenido de ADN es
bien conocido y se encuentra relativamente cerca del reportado para algunas especies de
Agave (Palomino et al., 2003). La primera lectura se inicio con los nucleos del tejido de la
base de la hoja del patron estandar. Se determind una escala y a partir de ella se evaluaron y
compararon los niveles de ploidia de las muestras de A. karwinskii. El método consisti6 en:

a) Setomo 0.5 cm’” de tejido fresco de la base de la hoja de todas las muestras y se colocd
en una caja petri.

b) Se afiadi6 0.5 mL de solucion buffer CyStain® UV Ploidy. Enseguida se corto el tejido
con una navaja de bisturi para liberar los nucleos.

c) Se adiciono 1.5 ml del buffer CyStain® UV Ploidy y se dejo incubar la solucion por 5
minutos para tefiir los nlicleos. Enseguida la mezcla fue filtrada a través de un filtro
CellTrics® de 50 pm yellow, de la marca Partec.

d) La mezcla se coloco en un tubo de lectura y fue analizada en el citometro de flujo.

e) Una vez establecidas las escalas arbitrarias, se prosiguid a medir cada una de las
muestras de las once poblaciones de Agave karwinskii.



RESULTADOS
Poblaciones colectadas: tipo de manejo y uso

En total se muestrearon once diferentes poblaciones. Una poblacién se colecté en el
municipio de Zapotitlan de las Salinas, Puebla conocida cominmente como cachitun. Se
localiz6 asociada con Agave karwinskii, A. kerchovei, Cephalocereus columna-trajani,
Neobuxbaumia tetetzo y Prosopis laevigata (Fig. 3. A-C).

Las diez poblaciones restantes se colectaron en diferentes localidades de Oaxaca.
Ocho se colectaron en los VCO: una en el municipio de San Pedro Totolapan, distrito de
Tlacolula conocida como cuishe en éareas semiconservadas. Se encontrd asociada con
Acacia cochliachantha, Agave karwinskii, Bursera, Cephalocereus quadricentralis,
Escontria chiotilla y Nopalea auberi (Fig. 3. D-F).

Cinco se colectaron en el municipio de Santa Catarina Minas, distrito de Ocotlan:
sierrudo (Fig. 3. G-1), cirial (Fig. 4. A-C), espina negra (Fig. 4. D-F), marteno (Fig. 4. G-I)
y tripon (Fig. 5. A-C). Dos de ellas; cirial y sierrudo se localizaron en zonas alejadas del
pueblo en lomerios deforestados formando colonias asociadas con Acacia farnesiana,
Malpighia, Prosopis laevigata, Rhynchelytrum repens, compuestas y remanentes de la
vegetacion original, fresnos y encinos; en ocasiones la gente recurre a ellas para producir
mezcal. La poblacion de espina negra se colecto lejos del pueblo en cercas vivas de predios
abandonados, asociada con Acacias y Prosopis; tiene poco uso en la produccion de mezcal.
La poblacion de Martefio se colectd Unicamente en cercas vivas que delimitaban terrenos
para la agricultura y caminos del pueblo, asociada con vegetacion secundaria. Se usa
frecuentemente en la produccion de mezcal. Finalmente la poblacion de tripén se localizo
muy escasa en cercas vivas de terrenos para la agricultura y en forma de colonias en predios
abandonados, asociada con vegetacion secundaria. Se aprovecha intensivamente para la
produccion de mezcal.

Dos poblaciones se localizaron en el municipio de San Agustin Amatengo, distrito
de Ejutla: tobasiche se colecto en cercas vivas de terrenos para la agricultura y caminos del
pueblo asociadas con Acacia, Prosopis y vegetacion secundaria, tiene poco uso en la
produccion del mezcal (Fig. 7. D-F). La poblacién de maguey San Martin se encontré muy

escaso y se colectaron individuos en huertos abandonados y en linderos de terrenos de maiz



asociada con vegetacion secundaria, tiene aprovechamiento intensivo en la produccion de
mezcal (Fig. 8. D-E).

Finalmente en la region Sierra Sur se colectaron dos poblaciones en los municipios
de San Luis Amatlan y Xitlapehua, distrito de Miahuatlan: una correspondié a bicuishe
(Fig. 7. G-I) y la otra a madrecuishe (Fig. 8. A-C); ambas delimitaban terrenos para la
agricultura y caminos del pueblo, otras formaban colonias dentro de predios abandonados
en ambientes muy alterados. Ambas poblaciones son usadas en la produccién de mezcal,
aunque con mayor intensidad se utiliza la segunda.

Aunque este trabajo no contemplé un estudio etnobotanico, se identificaron los
diferentes usos y tipos de manejo en las poblaciones antes mencionadas, relevantes para
comprender los resultados en la parte morfométrica y genética. Con base en las
observaciones hechas, se puede considerar que las poblaciones de Agave karwinskii
silvestres corresponden a cachitun del estado de Puebla, cuishe de Tlacolula, cirial y
sierrudo de Ocotlan de los VCO. Las poblaciones con un manejo incipiente se
consideraron: espina negra, martefio y tripon de Ocotlan, tobasiche de Ejutla de los VCO v,
bicuishe de Miahuatlan de la Sierra Sur, todas con uso en la produccién de mezcal, a
excepcion de espina negra que es ocasionalmente usada. Finalmente, las poblaciones de
San Martin de Ejutla de los VCO y madrecuishe de Miahuatlan de la Sierra Sur se
consideraron con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal.

Los meses de floracion en las diferentes poblaciones variaron de agosto a
noviembre y la fructificacion de octubre a febrero. En la poblaciéon de San Martin no se
obtuvo ningun dato reproductivo, debido a que siempre fueron cortados los quiotes para la
cosecha y produccion de mezcal y a la escasez de los individuos. En la poblacion de tripon

no se obtuvieron datos de su fructificacion, al tener un desarrollo anormal de frutos.



Fig. 3. Poblaciones de Agave karwinskii silvestres. A-C. cachitiin en Zapotitlan de las Salinas,
Puebla, A. Planta en floracion, B. Rosetas jovenes, C. Flores. D-F. Maguey cuishe en San
Pedro Totolapan, Tlacolula, VCO, D. Planta después de la fructificacion, E. Roseta, F.
Infrutescencia. G-I1. Maguey sierrudo en Santa Catarina Minas, Ocotlan, VCO, G. Planta en
fructificacion formando una colonia, H. Rosetas, 1. Flores.



Fig. 4. Poblaciones de Agave karwinskii en Santa Catarina Minas, Ocotlan, VCO. A-C. Maguey
cirial (silvestre), A. Plantas con inflorescencia en colonia, B. Rosetas, C. Inflorescencia. D-F.
Maguey espina negra (incipiente), D. Planta en floracion, E. Rosetas, F. Inflorescencia. G-I
Maguey martefio (incipiente), G. Planta en floracion, H. Roseta, I. Flores.
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Fig. 5. Poblaciones de Agave karwinskii VCO. A-C. Maguey tripon (incipiente) en
Santa Catarina Minas, Ocotlan, A. Plantas en floracion, B. Roseta en cerco vivo, C. Flores. D-
H. En San Agustin Amatengo, Ejutla. D-F. Maguey tobasiche (incipiente), D. Planta en
floracion a orilla de camino, E. Rosetas jovenes en colonia, F. Inflorescencia. G-H. Maguey

San Martin (con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal), H. hojas.
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Fig. 6. Poblaciones de Agave karwinskii en San Luis Amatlan, Miahuatlan, Sierra Sur de
Oaxaca. A-C. Maguey bicuishe (incipiente), A. Planta en floracion a orilla de camino, B.
Rosetas en cerco vivo, 1. Flores. D-F. Maguey madrecuishe (con mayor uso y manejo en la
produccion de mezcal), D. Planta con inflorescencia en boton, E. Roseta, F. Flores.

Analisis estadisticos

Analisis exploratorio de datos

Todos los caracteres analizados mostraron diferencias entre todas las poblaciones
analizadas de Agave karwinskii a partir de las diferencias de las medias poblacionales de las
muescas de los 51 caracteres. Algunos mostraron valores atipicos en el conjunto de datos

de un caricter en una misma poblacion (Anexo 2).




Analisis de correlacion de las variables

Se identificaron catorce caracteres altamente correlacionados de los 51 que fueron
analizados (cuadro 3). La matriz basica de datos se redujo a 37 caracteres, con los cuales se
realizaron los siguientes analisis fenético, de componentes principales y canoénico de
funciones discriminantes.

Cuadro 3. Variables altamente correlacionadas.

Caracteres

Forma de la hoja

Distancia entre el ancho y la base de la hoja
Grosor en la base de la hoja

Distancia entre la base de la espina y el primer diente
Ordenes de ramificacion

Numero de rama mas larga de la inflorescencia
Longitud del pedicelo (mm)

Longitud del ovario (mm)

Longitud del tubo del perianto (mm)

10 | Longitud del tépalo externo (mm)

11 | Longitud del tépalo interno (mm)

12 | Insercion de los filamentos (mm)

13 | Longitud del estilo (mm)

14 | Proporcion de semillas maduras (mm)

R [QA[ N[ N[ |W(N|—
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Analisis de Agrupamiento Fenético

El fenograma de distancias morfoldgicas de la Fig. 7 mostré la separacion de dos grupos
poblacionales (A y B) a un bajo nivel de similitud de -0.15.

El primero con 0.10 reune a las poblaciones con manejo incipiente y con mayor
grado de manejo y uso en la produccion de mezcal. A su vez se divide en dos subgrupos
(Al y A2). Al con menor nivel de similitud incluye dos conjuntos poblacionales (Al.1 y
Al.2): Al.1 es el més alejado por su bajo nivel de similitud, agrupa a la poblacién de
bicuishe considerada incipiente, asociada con cuatro individuos de sierrudo considerados
silvestres y Al.2 retine a las poblaciones con mayor grado de manejo y uso en la
produccion de mezcal; madrecuishe y San Martin de mayor similitud cada una y similares
entre si. Enseguida de estas dos, se aisla la poblacion de tobasiche considerada incipiente

que se muestra con bajo nivel de similitud.



El subgrupo A2 estd conformado por dos conjuntos de poblaciones consideradas
incipientes; primero con baja similitud estd martefio con un individuo aislado de sierrudo
(silvestre), enseguida se asocia la poblacion de tripdn que muestra mayor similitud.

El grupo (B) se separa del grupo (A) con un valor de 0.12 de similitud morfologica
y corresponde a cuatro poblaciones consideradas silvestres, se subdividen en tres conjuntos
poblacionales (B1.1, B1.2 y B1.3). En B1.1 se encuentra la poblacion de cachitiin de ZSP,
es la mas alejada respecto a las poblaciones de los VCO. En B1.2, se agrupa la poblacion de
cuishe con dos individuos aislados de sierrudo. En B1.3, con mayor similitud se agrupa la
poblacion de cirial y espina negra con un individuo aislado de martefio (éste ultimo

considerado incipiente).
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Fig. 7. Fenograma de distancias morfologicas de once poblaciones de Agave karwinskii de diferentes localidades del estado de Oaxaca y Puebla, a partir de

37 estados de caracter El coeﬁ01ente utilizado fue el de correlacion

el agru

Sllvestres. Incipientesi Con mayor uso y manejo en la produc010n de mezcal -

amiento se hizo con el método UPGMA.



Analisis de Componentes Principales

Los primeros dos componentes explicaron un 31 % de la varianza. El primer componente

reunio el 21% y el segundo el 10% (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje de la variacion acumulada en los componentes principales 1 y 2.

Componente | Valor Eigen | Porcentaje | Porcentaje acumulado
1 7.72276159 | 20.8723 20.8723
2 3.84630879 | 10.3954 31.2678

Las variables de los componentes 1 (C1) y 2 (C2) con maxima variacion se muestran en el
Cuadro 5. El primer componente con 21% de la variacion explicada denota Uinicamente
variables con relacion negativa: altura y didmetro de la roseta, longitud y ancho de la hoja,
namero y color de los dientes, perimetro del pedunculo en la base, longitud total de la
inflorescencia, nimero de ramas de la inflorescencia y ancho de los tépalos interno y
externo (sombreados en color amarillo).

El segundo componente con el 10% de la variacion reunida, se encuentran las
variables con relacion positiva: longitud y distancia entre dientes, longitud de la rama mas
larga de la inflorescencia, longitud y ancho de la bractea estéril de la inflorescencia.
También abarcé algunas con relacion negativa: forma de la inflorescencia, la longitud y el

ancho de las semillas.



Cuadro 5. Caracteres con maxima variacion de los componentes 1 y 2.

Caracteres Peso de las Peso de las
variables del C1 variables del C2
Altura del tallo cm 0.3903 0.0671
Perimetro del tallo cm. -0.1087 -0.4779
Altura de la roseta cm. -0.5507 0.2655
Didmetro de la roseta cm. -0.7736 0.2806
Longitud de la hoja cm. -0.8506 0.2669
Ancho en la parte media la hoja cm. -0.7386 0.0308
Perfil de la 1amina 0.3687 0.0911
Color de la hoja -0.4237 -0.1283
Ancho en la base de la hoja -0.434 -0.0442
Numero de hojas -0.1924 0.0717
Longitud de la espina cm 0.4101 0.0524
Numero de dientes -0.6583 -0.3201
Color de dientes -0.678 -0.0536
Ancho de dientes en su base 0.2412 0.3531
Longitud de los dientes mm. -0.2892 -
Distancia entre dientes mm. -0.2396 -
Didmetro de la espina mm. -0.2518 -0.1863
Longitud total de la inflorescencia cm. -0.615 0.3187
Forma de la inflorescencia 0.0086 -
Perimetro del pedinculo en la base cm. -0.5658 -0.1429
Relacion pedunculo-panicula 0.048 0.3026
Longitud de la rama mas larga de -0.4923
la inflorescencia cm.
Numero de ramas de la inflorescencia -0.6201 0.0129
Longitud de la bractea estéril de la inflorescencia cm. -0.3581 0.5405
Ancho de la bractea estéril de la inflorescencia cm. -0.3599 -
Diametro del ovario mm. -0.3394 -0.2615
Diametro del tubo del perianto mm. -0.5176 -0.3074
Ancho del tépalo externo mm. -0.6306 -0.2044
Ancho del tépalo interno mm. -0.6155 -0.2017
Longitud del filamento mm. -0.3761 -0.0789
Longitud de la antera mm. -0.3829 0.1642
Ancho de la antera mm. -0.3446 -0.0361
Longitud de la capsula cm. 0.2802 -0.3138
Diametro de la capsula cm. -0.2128 -0.3834
Longitud de la semilla mm. -0.2649 -0.6021
Ancho de la semilla mm. -0.422 -0.5715
Numero total de semillas fértiles -0.3367 -0.4008




En la Fig. 8, se observa la distribucion de seis grupos morfologicos discretos en
relacion con las variables de los componentes 1 y 2 que reunen el mayor porcentaje de la
variacion acumulada.

El componente uno divide, por un lado a las poblaciones silvestres de ZSP
(cachitin) y de los VCO (cuishe, sierrudo y cirial) ubicadas en la parte superior e inferior
derecha de los cuadrantes respecto a las poblaciones con manejo incipiente (martefo,
tripdn, tobasiche y bicuishe) y de aquellas con mayor uso y manejo en la produccion de
mezcal ubicadas en la parte izquierda (San Martin y madrecuishe). Aunque en la parte de
las poblaciones silvestres de los VCO ocurre una mezcla con algunas formas incipientes;
espina negra, martefio y bicuishe.

El componente dos, a su vez separa a la poblacion silvestre de cachitun de ZSP de
las poblaciones silvestres de los VCO. Después separa a las poblaciones con manejo
incipiente (tripon, tobasiche, algunos martefios) y con mayor grado de uso en la produccion
de mezcal de los VCO (San Martin) ubicadas en la parte superior izquierda entre las que
pertenecen a la Sierra Sur en la parte inferior izquierda (bicuishe y madrecuishe).

De manera general, las poblaciones silvestres se distinguen por su caracter
vegetativo de menor tamafio de rosetas, menor longitud y ancho de las hojas, menor
namero de dientes de color negro. Contrario a lo que representan las poblaciones
incipientes y con mayor grado se uso y manejo en la produccion de mezcal que poseen
mayor tamafio de los caracteres vegetativos, mayor nimero de dientes de color pardo
rojizo, mayor grosor del perimetro del pedunculo en la base, mayor longitud de las

inflorescencias y mayor tamafo de estructuras florales (cuadro 6).
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Fig. 8. Patron de agrupamiento de las once poblaciones con base en las variables de los

componentes principales 1 y 2 de maxima variacion. Ca: cachitin, Sie: sierrudo, Per: cirial,
Mart: martefio, En: espina negra, Tri: tripon, Bic: bicuishe, Mdr: madrecuishe, To: tobasiche,
Smar: San Martin, Cui: cuishe



Cuadro 6. Promedios de las medidas de los caracteres con mayor peso en los componentes principales 1 y 2.

Poblaciones con mayor wse v
Poblacionsas silvestras Poblaciones incipients: con poce uso o fecuents en la produccion d2 | mansgje en la produccion de
rercal mezreal
Caracteres del 1ex CP Cachitim | Cuishe Siemude | Ciral E:spinanegra Marteno Trpen Tobasichs Bicuishe San Martin Madreeuishe
ZESF YOO WG Voo Y VCO W Wi 5. Sur WCH Siama Sur
Almradela rossta Ta g2 7] 82 110 112 £l i 11& 165 125
{icm)
Driamstro dz 1a rossta 113 1118 o7 B8 &b 118 128 144 125 155 155
{era)
Longited de lakoja {em) 51 56 1] 43 51 51 T0 &3 58 83 87
Ancho dzla hojasn la parts 2 5 & 3 £ 5 & £ 6.5 g g
masdia o)
MNumsrn de dientas 1 27 32 25 n 17 Zl 24 36 33 +4
Colords dientes nEETE TEETOE DEETTE DEETE DEEToE Pando Pardo DEETDE Pardo mojizos Pardo mjizes | Parde mjizos
rojizos Tojizos ¥ mEETDE
Penmstmo del pedumculo ex 1a 12 T2 24 17 14 24 3 12 24 - 24
base (om)
Lonmitud total d=la
inflorescencia
Mumsrn de mmas ds la 27 35 a7 L] 14 38 ek 41 i - 38
inflorescencia
Ancho dz los tepales intamos 4 4 4 4 4 4 5 4 5 &
{mrm)
Ancho dz los tepalos extamos 5 5 4 4 4 4 & 5 5 - &
{rar)
Caracteres del 2do CP
Longitud de dientes {mamm) 4 3 4 3 3 3 5 4 3 £ 4
Dristancia entre disntes {mm) 13 14 12 13 12 25 28 20 ] 17 17
Long. delabractsa estenil o 1g ) 18 10 5 20 15 15 14 - 15
Ancho de la bract=a esteril oo 5 3 f 3 5 g & T T - &
Fommads lainflorescencia oblonza romboide | rombeoids | oblonga oklonza romboide | mmboide | oblonga v | romboide - romabaids
romboide
Long., dezlas semnillas {mam) B ) 7 ] 5 7 - 3 T - 10
Ancho de las semillas (mm) 1 ) £ T & 7 - 3 & - T




Anélisis Canonico de Funciones Discriminantes

En las dos primeras funciones discriminantes se acumuld 68% de la variacion, la primera

con 49% vy la segunda con 19 % (Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentaje de la variacion acumulada en las funciones discriminantes 1 y 2.

Funcion Valor Eigen | % de varianza | % acumulado | Correlacion Candnica
1 95.676 49.4 49.4 0.995
2 36.067 18.6 68.1 0.986

En la primera funcion discriminante (FDC1) las variables positivas con mayor peso
fueron ancho y color de la hoja, ancho y distancia entre dientes, forma de la inflorescencia
y la relacion pediunculo panicula, mientras que como variable negativa se encuentra la
altura de la roseta (Cuadro 8).

En la segunda funcion discriminante (FDC2) las variables positivas con mayor peso
son la altura de la roseta, ancho en la base de la hoja, longitud de la bractea estéril de la
inflorescencia, longitud de la antera, didmetro de la cépsula y longitud de la semilla. Las
variables negativas son la longitud de la hoja, forma de la inflorescencia, perimetro del

pedanculo en la base y longitud de la capsula (Cuadro 8).



Cuadro 8. Variables de las funciones discriminantes 1 y 2 con mayor porcentaje de
variacion.

Caracteres FDC1 FDC2 | Caracteres FDC1 FDC2

Altura del tallo cm. 0.128 -0.12 | Ancho del tépalo -0.47 0.013
interno mm.

Perimetro del tallo cm. 0.371 -0.013 | Longitud del 0.058 -0.111
filamento mm.

Altura de la roseta cm. -0.927 0.522 | Longitud de la -0.077 1.424
antera mm.

Didmetro de la roseta cm. -0.056 0.309 | Ancho de la antera 0.161 0.506
mm.

Longitud de la hoja cm. 0.444 -0.618 | Longitud dela 0.051 -1.11
capsula cm.

Ancho de la hoja parte media 0.609 0.076 | Diametro de la -0.011 0.506

cm. capsula cm.

Color de la hoja 1.818 -0.341 | Longitud de la 0.354 1.402
semilla mm.

Ancho en la base de la hoja cm. 0.12 1.044 | Anchodela 0.157 -0.375
semilla mm.

Numero de hojas -0.296 -0.196 | Numero total de 0.062 -0.085
semillas fértiles

Longitud de la espina cm. -0.17 -0.198

Numero de dientes 0.178 0.383

Color de dientes 0.402 1.27

Ancho de los dientes 0.71 0.29

Longitud de los dientes mm. -0.201 -0.9

Distancia entre dientes mm. 0.709 -0.453

Diametro de la espina mm. -0.126 -0.333

Longitud total de la 0 -0.44

inflorescencia cm.

Forma de la inflorescencia 0.686 -0.529

Perimetro del pedinculo en la -0.507 -0.592

base cm.

Relacién peddnculo panicula 1.135 -0.175

Longitud de la rama mas larga 0.344 0.606

de la inflorescencia cm.

Numero de ramas de la 0.02 0.346

inflorescencia

Longitud de la bractea estéril de 0.287 1.025

la inflorescencia cm.

Ancho de la bractea estéril de la -0.338 -0.327

inflorescencia cm.

Diametro del ovario mm. 0.092 -0.104

Diametro del tubo del -0.112 0.126

perianto mm.

Ancho del tépalo externo mm. 0.498 -0.247




En la Fig. 9, en un espacio bidimensional, los caracteres con mayor peso de las funciones
canonicas 1 y 2 demuestran que es significativo el agrupamiento de los individuos respecto
a cada una de las poblaciones previamente consideradas a priori, a partir de los nombres
comunes que manejan pobladores y productores de los VCO y de la Sierra Sur. De acuerdo
con la lambda de Wilks obtenida, el 81.8% de los individuos correspondieron a las
poblaciones previamente establecidas. En este caso los grupos (centroides) tienen valores
igual a 0, lo que indica una gran similitud entre los grupos formados (Cuadro 9). Por lo que,
cada poblacion resulté ser significativamente distinta (Cuadro 10). Estos resultados
coincidieron con el analisis de componentes principales, donde las poblaciones
consideradas incipientes y con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal se separan
de las formas silvestres, solo que ahora en una minima cantidad de caracteres con mayor
porcentaje de variacion acumulada comparada con los componentes principales 1 y 2.

La primera funcion discriminante en la parte inferior derecha agrupa a dos
poblaciones silvestres, cachituin de ZSP y cirial del distrito de Ocotlan de los VCO.
Enseguida se agrupa una poblacién considerada incipiente, tobasiche del distrito de Ejutla
(VCO). En la otra parte inferior izquierda de esta funcion se ubican dos poblaciones; una
considerada incipiente, espina negra y una poblacion considerada silvestre, sierrudo, ambas
del distrito de Ocotlan de los VCO.

En la parte superior izquierda de la segunda funcioén discriminante, se agrupan por
un lado tres poblaciones; una considerada silvestre, cuishe de Tlacolula y dos son
consideras incipientes: martefio de Ocotlan de los VCO vy bicuishe de Miahuatlan de la
Sierra sur. Y, en la parte superior derecha de este componente se agrupa la poblacion con
mayor uso en la produccion de mezcal, madrecuishe. Las otras poblaciones de tripon
(incipiente) y San Martin (con mayor uso en la produccion de mezcal) se mostraron
dispersos. Tripon con cierta similitud con las poblaciones incipientes y silvestres. San
Martin con individuos similares a tobasiche, tripén y madrecuishe.

Basicamente, ambas funciones discriminantes delimitan la separacion de la
poblacion de madrecuishe (con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal) del resto
de las poblaciones incipientes y silvestres. Madrecuishe a partir de la primera funcion
discriminante posee una altura mayor de rosetas, hojas de color glauco con mayor longitud

y ancho, la forma de la inflorescencia es romboide (aunque al igual con formas incipientes)



sin embargo son de mayor altura. A partir de la segunda funcion discriminante posee mayor
grosor en el didmetro del pedinculo con bricteas de mayor tamafio y caracteres
reproductivos de mayor tamafio a diferencia de las demas formas. Aunque dicho analisis
marca los grupos morfologicos discretos formados como significativamente distintos,
existe gran similitud morfolégica entre las poblaciones silvestres de los VCO con las
formas incipientes. Por decir, cirial y sierrudo (silvestres) por un lado se muestran similares
con espina negra y tobasiche (incipientes) son poblaciones que comparten menor altura de
rosetas, hojas verde-amarillas, menor distancia entre dientes, menor tamafio de bréacteas y
con inflorescencias oblongas. Por otro lado, cuishe (silvestre) se muestra similar con
martefio y bicuishe (incipientes), poseen mayor altura de rosetas, color verde de las hojas,

mayor distancia entre dientes, mayor tamafio de las bracteas y forma de las inflorescencias

romboides.
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Fig. 9. Agrupamiento de los individuos de cada poblacion a partir de los caracteres de las
funciones discriminantes 1 y 2 con mayor peso.



Cuadro 9. Valores de lambda de Wilks de cada poblacion analizada.

Contraste de las Lambda de

funciones Wilks Chi-cuadrado gl Sig.
lala8 .000 850.559 288 .000
2ala8 .000 669.990 245 .000
3alas8 .000 527.287 204 .000
4ala8 .000 397.901 165 .000
5ala8 .001 293.792 128 .000
6ala8 .006 204.347 93 .000
7ala8 .044 123.257 60 .000
8 .285 49.547 29 .010

Cuadro 10. Agrupamiento significativo de los individuos en sus respectivas poblaciones.

Foblacion
Grupo de pertenencia pronosticado

cachitin sierrudo cirial martefio espina negra

Original ~ Recuento cachitun 7
sierrudo 0
cirial ]
martefio 0
espina negra 0
o 0
madrecuishe ]
tobasiche ]
cuishe ]

% cachitun 100.0

0
0
0
0
0
0
0
0
G

sierrudo 100.
cirial

martefio
Espina Megra
.
madrecuishe

tobasiche

cuishe

100. .
100. .
100.

[T e e e R T ] e T e e T e T e T e O = B I
cooooooolcoococoo-oo

Cco oD ooo oD oo oo -o oo
coooooooolcooo-NoOoo

I 0 .0
rupo de pertenencia pronosticado

madrecuishe tobasiche cuishe Total

.

Criginal Recuento cachitun
sierrudo
cirial
martefio
Eespinanieara
=
madrecuishe
tobasiche
cuishe
% CScachitun
sierrudo
cirial
martefio
Eespinanklegra L
bicuishe 100.
madrecuishe
tobasiche
cuishe

e B B B B N R

-1

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

ry
(=]
[=]
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o
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0
0
0
0
0
0
0
0
7
.0 100.0
0
0
0
0
0
0
0
0
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Cuadro 11. Promedios de los caracteres con mayor peso de las funciones discriminantes 1y 2

Poblaciones incipientes con pooo wse © fecwents en la produccion | Poblacionss con mayer wso v
Poblarions: silvestrss e mareal mansic e la produccicn de
mezeal
Caracteres de lalera FDY Cachitum | Cudshs Siemude | Cinal E:zpina Martemp Trpen Tobasichs Bicuizhe San Marhn | Madrecuishe
Z5FP Vi W WiC neEE VOO | VT Vi WiCi 5. Sur SC Siema Sur
Alturadela rossta i 82 32 g2 110 122 Bl 122 12& 185 12s
{cz)
Ancho dsla hojasn 1a pane 2 5 £ 5 £ 5 g g £.5 g g
madia {om)
Colorde laboja ards vards vards ards vards vards vards ards vards Verds v | glaueo
amarillo amnarillo amarille ¥ glaucn
glauon
Ancho de dientss en la bass ¥ 5 4 3 3 5 5 4 5 4 3
{rara)
Dristancia entre disntes (mom) 13 14 12 13 12 25 18 0 ¥ 17 17
Fomua ds lainflorescencia oblonga romboide | romboide | oblomga oblonga romboids romboide | oblomga v | romboide | - romboids
romboids
Longitwd del peduncule ¥ 1.5y 183 v | 1.84¥ 250y 240y 157180 | 236 v | L3y 181 ¥ | - 205y 250
pamicnla {m) 1.32 1.60 152 1.05 0.74 1.70 20 213
Caraciees de 1la2da FIY
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Analisis genético AFLP

Determinacion de la calidad de ADN en geles de agarosa. Fig. 10.
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Fig. 10. Extraccion y calidad de ADN de las 99 muestras de Agave karwinskii en
gel de agarosa. 1, cachitin. 2, sierrudo. 3, cirial.4, martefio. 5, espina negra. 6, tripon.7,
Bicuishe. 8, madrecuishe. 9, tobasiche.10, San Martin. 11, cuishe.
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Patron de fragmentos de AFLP’s obtenidos en las muestras de Agave karwinskii. Fig 11.

Figura 11. Amplificacion selectiva de la longitud de las bandas polimérficas de las once
poblaciones de Agave karwinskii obtenidas en gel de poliacrilamida Combinacion de primers. a)
M+ACCC/E+ACC 700nm y b) M+ACCC/ E+AGG 800nm. ¢) M+ACGT/E+ACC 700nm y d)
M-+ACGT/E+AGG 800nm.

Lectura de las bandas

Se leyeron las bandas y se eliminaron aquellas que presentaron datos perdidos. Después se
generd una matriz binaria en formato excell, se asigno el nimero 1 a la presencia yun 0 a la
ausencia de la banda. Enseguida se generd una matriz de similitud con el coeficiente de Nei
y Li/Dice (1979). Se construyd el dendograma con el método UPGMA vy el software
FreeTree vers. 0.9.1 (Pavlicek et al., 1999). Se aplico un remuestreo de 5000 replicas y se
obtuvieron los valores de soporte de cada rama con el método Bootstrap. Se evaltio el
indice de similitud genética y el porcentaje polimorfico a nivel interpoblacional e
intrapoblacional. El porcentaje polimérfico se obtuvo dividiendo el nimero de bandas

polimorficas presentes entre el nimero total de bandas leidas y se multiplico por el 100%.



Agrupamiento genético

Se obtuvo el fenograma de distancias genéticas (Fig. 12). Se observaron dos grupos; el mas
distante esta conformado por dos individuos de Agave angustifolia que corresponde a la
especie comparativa (conjunto A). El segundo grupo (B) estd conformado por las once
poblaciones de Agave karwinskii clasificados en once subconjuntos.

El grupo B mostr6 un valor bootstrap de 100%, lo que significo que la clasificacion
respecto a los once subconjuntos conformados de Agave karwinskii fue robusta. En cada
uno de ellos los valores fueron distintos. Los menos representativos corresponden a los
subconjuntos enumerados del uno al cuatro, incluyen a las poblaciones silvestres con baja
similitud genética. El primero contiene tres individuos de sierrudo y uno de cirial de
Ocotlan (VCO) entremezclados. El segundo lo forman cinco individuos de cuishe de
Totolapa (VCO). El tercero lo forman cuatro individuos de cachitin, y el cuarto
subconjunto lo forman tres individuos de cachitin con cuatro individuos de sierrudo y tres
de cirial de los VCO. So6lo cuishe y cachitin mostraron valores bootstrap de 93% y 100%
respectivamente.

Enseguida se conformaron las poblaciones con valores bootstrap mayores a 50%
pero menores a 99%, corresponden a los subconjuntos del cinco al ocho con poblaciones
incipientes, excepto por el subconjunto seis que retine a individuos silvestres. El quinto lo
conforma la poblacion de martefio con 95% bootstrap. El sexto retine cuatro individuos de
cirial y uno de sierrudo. El subconjunto siete lo conforman dos conjuntos poblacionales,
uno con baja similitud genética es espina negra (90% bootstrap) y el otro con mayor
similitud es tobasiche (99% bootstrap). El subconjunto ocho lo conforma la poblacion de
tripdn con 99% valor bootstrap.

Los subconjuntos nueve, diez y once corresponden a las poblaciones con valores
bootstrap de 100%. El nueve lo conforma San Martin de Ejutla (VCO). El diez son tres
individuos de cuishe y el once lo conforman dos poblaciones, madrecuishe y bicuishe de
Miahuatlan (Sierra Sur). Los tres subconjuntos poseen la mayor similitud genética y son
consideradas con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal, excepto por bicuishe
que tiene menos uso que estas dos y los individuos de cuishe que son incipientes y se

desconoce su uso en la produccion de la bebida.
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Fig. 12. Fenograma de distancias genéticas con marcadores AFLP’s en once
poblaciones de Agave karwinskii mediante el indice de similitud de Nei y Li (1979), con el
método de agrupamiento UPGMA, Los numeros en los nodes indican los yalores Bootstrap.
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Indices de similitud genética y porcentaje polimérfico

En el cuadro 12 se muestra el indice de similitud genética. Varid interpoblacionalmente de

0.914 a 0.948 y a nivel intrapoblacional oscild de 0.928 a 1.0. El nivel de variacion genética

es bajo, sin embargo, se puede observar una mayor distancia entre las poblaciones silvestres

de sierrudo, cirial, cuishe, cachitiin y dos poblaciones incipientes, martefio y espina negra

que se diferencian de aquellas que representan la mayor similitud genética como son: tripdén

(incipiente), San Martin (con mayor uso en la produccion de mezcal) y bicuishe

(incipiente). Asi como de aquellas con maxima similitud genética; tobasiche de Ejutla

(incipiente) y madrecuishe de Miahuatlan (con mayor uso en la produccion de mezcal). El

porcentaje polimorfico es variable en cada poblacion, lo que coincide en que cada

poblacion sea distinta.

Cuadro 12. Indices de similitud genética y porcentaje polimérfico en las once poblaciones
de Agave karwinskii.

Poblaciones indice de indice de similitud Numero de Numero de | Porcentaje de
similitud genética genética por cada bandas bandas polimorfismos
entre poblaciones poblacion analizadas | polimorficas

madrecuishe 0.980a1.0 173 21 12 %

bicuishe é 0.960 a 0.980 179 41 23 %
L

cuishe § = 0.993 2 0.998 186 70 38%

(e}
san martin g o 0.975 2 0.99 175 37 20 %
]
= (@)
tripon % < 0.96 2 0.99 174 39 22 %
]

tobasiche = 0.975a 1.0 178 36 21%

espina negra 0.960 a 0.980 186 68 36 %

martefio % 0.946 a 0.985 175 97 55%

=

cachitin § § 0.950 a 0.999 185 72 39%
= 2

cuishe § s 0.945 a 0.990 186 70 38%
.§ =

Cirial i) < 0.955 a 0.980 189 97 51%
£

sierrudo 0.928 a 0.945 192 106 55%

Total 0.914 a 0.948 193 145 75%




Analisis del nivel de ploidia por Citometria de Flujo

Lectura del patron estandar y de las once poblaciones de Agave karwinskii.

La lectura de Agave tequilana ‘Azul’ demostr6 que es diploide con la siguiente escala:
velocidad = 2, gain = 540, lectura maxima = 999 y lectura minima = 65. (Fig. 13. a). Para
las once poblaciones de Agave karwinskii se obtuvieron niveles diploides en cuatro
poblaciones: dos de ellas consideradas silvestres; sierrudo y cirial de Ocotlan (Fig. 13. by
c¢) y en dos poblaciones consideradas incipientes; espina negra y martefio de Ocotlan (Fig.
13. d y e). Estas poblaciones presentaron una relacion de 2:2 respecto a Agave tequilana
‘Azul’. Fueron leidas a una escala de velocidad = 2, gain = 504, lectura maxima = 944 y
minima = 65.

Se obtuvieron niveles triploides: en tres individuos de la poblacion silvestre de
sierrudo (Fig. 13. 1), en la poblacion de cuishe de Tlacolula considerada silvestre (Fig.13. g)
y en dos poblaciones de Ejutla: tobasiche considerada incipiente y san Martin considerada
con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal (Fig.14. h-1). Presentaron una relacion
de 3:2 respecto a Agave tequilana ‘Azul’. La escalas fueron: velocidad = 2, gain = 504,
lectura méaxima = 944 y minima = 65.

Tres poblaciones correspondieron a niveles tetraploides, dos son incipientes; tripon
de Ocotlan y bicuishe de Miahuatlan y una poblacién con mayor uso en la produccion de
mezcal, madrecuishe de Miahuatlan (Fig. 14. k, 1 y m). Presentaron una relacion 4:2
respecto al patron estandar de Agave tequilana ‘Azul’. Evaluadas a una escala de velocidad
=2, gain = 504, lectura maxima = 944 y lectura minima = 65.

De la poblacion de cachitun de ZSP, considerada silvestre, no obtuvimos una
respuesta clara de si corresponde a un nivel triploide o tetraploide, aun cuando se hicieron

varias repeticiones (Fig. 14. j).



'o.}ﬂ ... .ﬂ: %
P \d -
. a)Agave tequilona ‘Azul” e b} sierrudo %
. S .
: diploide diploide 3
. W "o .
. .
. w1 L]
. 1 5 .
: : :
. & & :
P g :
[= (=] [ ]
o 5 :
9 = .
: X 3 .
¢ i :
o L]
° L]
o .
¢ = .
° L]
. .
° L]
° TR Y T .
. @ ol Frary i -‘. 100 X0 m 500 .’
. L] L1 o e 23 5000 . .
. * idorelativode ADN .
.'. Contenido reletivode ADN 0o’ * ecccoe ooooooo----------ccc.'..
...Oo----------------...........................o' . ecccoce @000 cccccccc0c000000, .
L4 b
o iri 3 d) espina negra |
K c)cirial |°, o P g .
® H " L] i 1 L]
. diploide | 3 diploide |
s " o :
. o .
.z g .
« X T .
. :Em =L .
. 2 - .
. [l .
e @ o o .
z o T ©
E 3" ws” :
L[] L1 .
L[] [l .
L[] [l .
L[] L1 .
° an o a .
L[] L1 .
L[] L1 .
L[] L1 .
. L1 .
'. N il .y :.. o e . :
° L] m 0 00 Lo e o 1 100 m w 0 w0
.
.' Cuntenldurelatwude ADM ® ®e, . Cuntenldurelatlvude ADN oe® °®
..................................----............ eeecccccccccece eeececcccccccccccccnnccce
090000000000000000000000000000000000000000000000,,
..' M..o------------------ooooooooooooooooooooooooooo...
N e} martefio | o o° - . |%
. o oS f) Individuos de sierrudo | o,
: diploide | 1§ triploid A
. plolde .
: " e u .
. o °
. o °
. o °
o B ': b :
L
fEe S3w :
¢ = o 2 °
° 'g o a .
. o T .
P o o .
o = o o .
c POk = L] °
: S o o .
. o v °
. o °
. o °
M o :: » .
. o: :
. o .
. o .
. o TV B A O .
-. 10 £ w0l o e o % LE » -+ - o pors = o
o . L]
'Oooooooooooooo‘;up;ebn‘dp':%litp'gﬂ%amc................$c-------htttttttttttttaﬁenIdcucreclactwqec'&oNoc-cccooooooo----.'.
.
.
L]

(L]

Conteo de nideos

e

L] 100 m

Cantenidnrelativoda ANK

g)cuishe
triploide

Silvestres:
MERENEEERE ] NY
: Inc1p1cr.tcs
eeiesessasiseantrstnnaratans
'Con Tiayor uso ¥ manéjo
o :¢en la produccion de mezceal :

of trrsssscssisccnsssrsiessinanen

o - 50

Fig. 13. Niveles de Ploidia en las distintas poblaciones de Agave karwinskii.
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DISCUSION

El andlisis exploratorio de datos mostrd alta variacion intra e interpoblacional en los 51
caracteres estudiados de Agave karwinskii, asi como con valores atipicos. Con ello, se tomo
la decision de realizar la matriz de similitud con el coeficiente de varianzas-covarianzas
para los métodos de ordenacion y asi evitar perder informacioén desde los datos tomados en
campo; un paso importante, tal como lo menciona Salgado-Ugarte, (1992). Tratar con datos
biolégicos cuando estos son altamente variables es importante para reconocer su utilidad en
los posteriores andlisis estadisticos (Anexo 2).

El analisis de correlacion mostrd 14 variables altamente correlacionadas, fueron de
menor cantidad comparadas con otros trabajos similares (Rivera-Lugo, 2014). Esto puede
deberse a que nuestros individuos analizados son altamente variables, tanto en caracteres
vegetativos como en algunos reproductivos. La mayor cantidad de caracteres
correlacionados fueron florales, lo que puede indicar valores muy similares entre las once
poblaciones analizadas y su relacion entre ellas. Sin embargo, no se puede descartar para
futuros analisis similares, puesto que en estos resultados se ve la importancia de algunos
caracteres florales y de frutos que varian y son las que estan delimitando a las poblaciones
formadas en el analisis de funciones discriminantes.

El dendograma morfologico (Fig.7) obtenido, mostré un arreglo claro en la
separacion de las entidades con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal de
aquellas poblaciones silvestres e incipientes. Este arreglo de clasificacion coincidié con los
grupos morfologicos discretos formados a partir de los métodos de ordenacion estudiados,
analisis de componentes principales y el andlisis candnico de funciones discriminantes. En
ellos se muestra que las poblaciones morfologicas discretas tienen un patrén de
agrupamiento distribuido en forma de gradiente, tal como se ha reportado en trabajos
similares hechos para agaves mezcaleros, pulqueros y proveedores de fibras, bajo ciertos
niveles de domesticacion (Colunga-GarciaMarin et al., 1996; 1997; 1998; Vargas-Ponce et
al., 2007; Mora-Lopez et al., 2011; Carrillo-Galvan, 2011). En ellos, las plantas silvestres
se ubicaron en la parte superior e inferior derecha del espacio, que se caracterizan con un
tamano menor de los caracteres vegetativos de rosetas y hojas. Enseguida en la parte media
del espacio se distribuyeron las poblaciones incipientes con un aumento del tamafio de

dichos caracteres vegetativos, hasta ubicar en la parte izquierda del espacio las poblaciones



con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal, las cuales poseen mayor tamafio de
rosetas y hojas. Sin embargo, en ambos métodos de ordenacién ocurre una mezcla entre
individuos de las poblaciones silvestres con individuos de las poblaciones con majeo
incipiente.

Se considera al andlisis canénico de funciones discriminantes que ha mostrado
mayor claridad en los grupos morfolégicos discretos formados (Fig. 9). Las once
poblaciones estudiadas de Agave karwinskki son entidades morfologicamente
diferenciables, consideradas a partir de los nombres comunes que manejan pobladores y
productores de los Valles Centrales y Sierra Sur de Oaxaca, aunque sigue coexistiendo gran
similitud entre las poblaciones silvestres e incipientes. Este resultado fue congruente con
trabajos previos en agaves mezcaleros, donde se obtuvieron entidades morfoldégicamente
diferenciables a partir de las variedades comerciales y taxones previamente conocidos a
partir de una minima cantidad de caracteres discriminatorios (Vargas-Ponce et al., 2007,
Rivera-Lugo, 2014).

El analisis genético mediante AFLP’s, mostré una fraccion pequefia de variacion
genética presente entre todas las poblaciones analizadas, similar a trabajos reportados en
agaves (Colunga-GarciaMarin et al., 1998; Gil-Vega et al., 1997, 2006, 2007; Keb-Llanes
et al., 2002; Infante et al., 2003; Barraza-Morales et al., 2006; Vargas-Ponce et al., 2007,
Rivera-Lugo, 2014). El agrupamiento de las poblaciones obtenida mediante el dendograma
AFLP (Fig. 12) result6 similar con la clasificacion morfolégica (Fig. 7), del analisis de
componentes principales (Fig. 8) y el analisis candnico de funciones discriminantes (Fig.
9), al demostrar la separacion que hay entre las poblaciones con mayor uso y manejo en la
produccion de mezcal de las poblaciones incipientes y silvestres. Sin embargo, a diferencia
de los andlisis morfologicos, el analisis AFLP definié con mayor fiabilidad la conformacion
de las poblaciones con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal; madrecuishe de
Miahuatldn (Sierra Sur) y San Martin de Ejutla (VCO), asi como las poblaciones
incipientes de bicuishe de Miahuatlan (Sierra Sur), tripén de Ocotlan y tobasiche de Ejutla.
Con menor claridad se separaron las poblaciones incipientes; martefio y espina negra de
Ocotlan y el resto de las poblaciones silvestres que muestran valores bootstrap poco o nada

robustos, similar a las clasificaciones morfologicas donde ocurren entremezclas.



El porcentaje polimorfico apoyd los resultados anteriores, el cual fue variable para cada
poblacion: es mayor en las poblaciones silvestres y menor en las poblaciones incipientes y
sobre todo las que tienen mayor uso y manejo en la produccion de mezcal (madrecuishe y
San Martin), comparable a lo que se ha obtenido en A. tequilana ‘Azul’ y sus distintas
variedades (Gil-Vega, 1997; Gil-Vega et al., 2006). Se mostrd, un mismo porcentaje
polimoérfico en las poblaciones de sierrudo y martenio de Ocotlan (55%), probablemente
porque corresponden al mismo municipio, sin embargo, a estas poblaciones las describimos
con un tipo de manejo distinto en cada una; sierrudo crece en ambientes silvestres,
contrario a martefio que solo se encuentra s6lo como cercos vivos.

Los diferentes niveles de ploidia evaluados, coincidieron con los subconjuntos de
poblaciones formados en el dendograma genético AFLP y las poblaciones morfologicas
discretas obtenidas. Las poblaciones silvestres fueron diploides. Las formas incipientes y
con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal fueron triploides y tetraploides, lo que
coincide con trabajos antes reportados sobre los diferentes cultivares de Agave tequila
‘Azul’ (Gil-Vega, 1997; Gil-Vega et al., 2006) y otras especies mezcaleras que han
mostrado variaciones en el nivel de ploidia (triploides y tetraploides), mostrando mayor
tamano de caracteres vegetativos al ser sometidos a diferentes procesos de manejo
(Palomino et al., 2003, 2005; Moreno-Salazar et al., 2007; Rivera-Lugo, 2014). Sin
embargo, nuevamente se registraron variaciones en el nivel de ploidia en individuos de dos
poblaciones silvestres; un individuo de la poblacion silvestre de sierrudo de Ocotlan que
resulto triploide y, de la poblacion de cachitun de ZSP no se tiene certeza si corresponde a
un nivel triploide o tetraploide ya que todas las muestras de los individuos analizados
reflejaron un nivel intermedio. Para estas poblaciones seria necesario realizar un estudio
cariotipico. En el caso de la poblacion de martefio de Ocotlan, siendo incipiente y ante un
mayor tamafio de caracteres vegetativos, esperariamos mayores niveles de ploidia, sin
embargo fue diploide.

Existe solo una clara separacion genética y morfologica congruente en la poblacion de
madrecuishe de Miahuatlan con caracteres vegetativos y florales que la distinguen del resto
de las poblaciones; hojas de color glauco y de mayor longitud, inflorescencias de mas de
4m de altura, elementos florales de mayor tamafio y mayor cantidad y tamafio de semillas

fértiles. Pertenece a la Sierra Sur y se encuentra tanto en formas silvestres en lomerios y



cerros semiconservados con vegetacion original (Acacia farnesiana, Agave karwinskii,
Escontria chiotilla y Prosopis laevigata) asi como en cercos vivos del pueblo, con utilidad
en la produccion de mezcal. Es la unica poblacion que podria ser considerada como una
subespecie taxondmica. La poblacion de San Martin (con mayor uso en la produccion de
mezcal) tiene una clara separacion genética y de caracteres vegetativos de mayor tamafo
con falta de elementos reproductivos que las distingue de las demas poblaciones, tienen uso
y manejo intenso en la produccion de mezcal. Se le encuentra en cercas vivas y en forma de
linderos en terrenos de maiz, por lo que puede ser considerada como un cultivar. El resto de
las poblaciones incipientes que los productores reconocen; tripdn, espina negra y martefio
de Ocotlan, tobasiche de Ejutld y bicuishe de Miahuatlan pueden ser consideradas en la
categoria de formas ya que genéticamente tienen cierto grado de separacion de las
poblaciones silvestres y un manejo incipiente que los pobladores y productores hacen. Estas
ultimas (cachitun de ZSP, cuishe de Tlacolula, sierrudo y cirial de Ocotlan) se mantendran
como especie tipica.

Finalmente, cabe reconocer que se necesita un analisis mas profundo de la
etnobotanica, ecologia, citogenética y bioquimica de azucares, entre otros estudios, para
tener un entendimiento mas detallado sobre el impacto del manejo de las plantas por el ser
humano en la variacion morfologica de las plantas. En estos estudios habra que considerar
el traslado de plantas que se hace en todos los Valles Centrales y Sierra Sur de Oaxaca para
producir mezcal, y que impacta no solo a las poblaciones naturales, sino también enriquece
y modifica el conocimiento cultural de las mismas. Esto nos ayudaria a entender mejor el
por qué tenemos individuos que morfologicamente considerados silvestres se agruparon

con las poblaciones incipientes o con mayor uso y manejo en la produccion de mezcal.



CONCLUSIONES

El analisis morfométrico y el andlisis genético AFLP son utiles para delimitar las

poblaciones de Agave karwinski en relacion con su grado de manejo.

El analisis candnico de funciones discriminantes resultdé mas efectivo, agrupdé a los
individuos conforme a los nombres comunes que manejan los pobladores y los productores

de los Valles Centrales y Sierra Sur de Oaxaca.

Los caracteres: altura de la roseta, ancho en la parte media y base de la hoja, color de las
hojas, relacion pedunculo-panicula, forma de las inflorescencias, longitud de las bracteas
estériles de la inflorescencia, longitud de la antera, longitud de la capsula y longitud de las

semillas son los mas utiles en la delimitacion de los grupos morfologicos.

El analisis genético AFLP y los niveles de ploidia son congruentes con el analisis

morfologico. Los grupos poblacionales de Agave karwinskii formados son similares.

Los niveles de ploidia se relacionaron con el grado de manejo que presentan las

poblaciones.

El analisis morfoldgico y genético muestra una mezcla entre poblaciones silvestres y con
manejo incipiente, nos indica que son poblaciones en proceso de domesticacion. San Martin

es la poblacion mas domesticada.

Desde un punto de vista taxonémico, se puede considerar a la poblacion de madrecuishe
como una subespecie. Pertenece a la Sierra Sur y el grado de diferenciacion morfologica y

genética es mayor, no asi con el resto de las poblaciones que muestran intergradaciones.

Con fines practicos se puede considerar como cultivar a la poblacién de San Martin ya que

registrd distancias genéticas y caracteres vegetativos mayores.

Se pueden considerar como formas aquellas poblaciones que registraron distancias
genéticas mayores y que los pobladores reconocen como: tripén, espina negra, martefio,

tobasiche y bicuishe.
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Anexo 1. Lista de caracteres evaluados para el analisis morfométrico en Agave karwinski.

Tipos de | caracteres # de | Estado de caracter Clave Descripcion y | observacion
datos caracteres codificacion
datos cualitativos
1 color de la hoja ColH Verde: 1
(tipo de estado, sin secuencia verde-amarillo: 2
|égica)
Glauco: 3
Hoja
2
Multiestado Lanceolada: 1
Cualitativos Forma de la hoja
Ampliamente
FormH lanceolada: 2
(tipo de estado, sin secuencia linear: 3
légica)
3
Coéncava: 1
perfil de la lamina PerfLam
(tipo doble-estado, excluyente) Plana: 2
Dientes 4
Negros: 1
color de los dientes ColD
Pardo-rojizos: 2
(tipo oble-estado, excluyente)
5
Flores 1; parte media
Insercion de los filamentos InserFil
2; porcion distal del
(tipo doble-estado, excluyente) tubo del perianto
Inflorescencia 6
forma de la inflorescencia
ForInfl Piramidal: 1
(tipo doble-estado, excluyente)
Oblonga: 2
7 Ordenes de ramificacion
(tipo de estado, sin secuencia 3,4y5
|6gica)
OrdRamF




Multiestado
Cuantitativos
Continuos

8 desde la base hasta
Altura del tallo (cm) AIT el inicio de la
roseta, incluye
hojas secas
Tallo 9 PerT parte media del
Longitud de perimetro del tallo tallo
en la porcién media (cm)
Roseta 10 Altura de la roseta (cm) Altura de la | desde el comienzo
roseta de las hojas verdes
hasta el apice de las
ultimas hojas
11 Didmetro de la roseta (cm) Diametro de | Parte media de la
la roseta roseta
12 LH desde la base hasta | una hoja por planta,
longitud de la hoja (cm) el apice de la espina | madura, se
13 AH parte media de la sel.eccionaron de la
hoja 35 a la 45, a
Ancho de la hoja (cm) lamina partir del centro de la
Hojas 14 ancho en la base de la hoja | ABH base de la hoja roseta
(cm)
15 De la parte media
Distancia entre la base y la | Dist/AyBH | de la hoja hacia la
parte mas ancha de la hoja base
(cm)
16
Grosor en la base de la hoja | GBH
(mm)
17
Longitud de la espina (cm) LEsp
Espina apical
18
Distancia entre la base de la
espina y el primer diente (cm) DisBasky1D
19
Ancho de los dientes en su base
(mm) AD Promedio de cinco
dientes de la parte
20 Longitud de los dientes (mm) LD media de la hoja (de
un solo lado de la
Dientes 21 DisD

Distancia entre dientes (mm)

hoja)




22

Didmetro de la espina en la

base (mm) DiamE
23 longitud total de la de la base del
inflorescencia (cm) pedinculo hasta la
ultima rama
superior
Linf
24 LongC_PduB
Longitud de perimetro del
pedunculo en la base (cm) Una inflorescencia
Inflorescencia | 25 %, 1/3 6 1/4 de la por planta
longitud de Ia
relacién  pedunculo/panicula | R_Ped/Pan inflorescencia
(cm)
26 LRam-+Linfl
longitud de la rama mas larga
de la inflorescencia (cm)
27 Larg_BracE_
Infl
longitud de la bractea estéril
(cm)
28 An_BractE_|
nfl
ancho de la bractea estéril (cm)
29 desde el raquis
Lped hasta la base del
longitud del pedicelo (mm) ovario
30 desde la base hasta
LOv la inserciéon del
Longitud del ovario (mm) estilo
Flores 31 DOv Cinco flores por
didmetro del ovario (mm) en la parte media planta
32 Desde la base del
Longitud del tubo del perianto | LTubPer tubo hasta la base
(mm) de los tépalos
33 didmetro del tubo del perianto | DTubPer
(mm) en la porcion distal
34 LTépE
longitud del tépalo externo desde la base hasta
(mm) el apice del tépalo
35 ATépE
ancho del tépalo externo (mm) en la parte media
36 LTépl desde la base
longitud del tépalo interno hasta el apice del
(mm) tépalo




37 ATépl
ancho del tépalo interno (mm)
en la parte media
38 LFil
longitud del filamento (mm)
39 en flores con el
longitud de la antera (mm) androceo y el
LANnt gineceo maduros
40
ancho de la antera (mm) AAnt
41
longitud del estilo (mm) LEsti
Frutos 42 LCap
longitud de la capsula del fruto
(cm)
43
Diametro de la cépsula del | DCép Capsulas maduras Cinco frutos por
fruto(cm)
planta
Semillas 44 LS
longitud de la semilla (mm)
45 AS
ancho de la semilla (mm)
46 NToS
numero total de semillas
47 proporcion de semillas | PPSM
maduras
Cuantitativos | Hojas 48 numero de hojas NH total de hojas | Hojas  verdes y
discontinuos verdes maduras
49 Contados d | En una hoja
Numero de dientes ND ontados de un so’o !
lado del margen de
la hoja
50
Numero de ramas de Ia
inflorescencia NRamsInfl Una inflorescencia
por planta
Inflorescencia | 51 NRamLI

Numero de la rama mas larga
de la inflorescencia
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