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RESUMEN

El Agave hibrido 11648 es el agave que mas se cultiva a nivel mundial
para la produccion de fibra y este se reproduce, principalmente, por
vastagos clonales de rizoma. Para determinar la influencia de la
propagacion asexual en la reduccion de la diversidad genética del hibrido
11648, este estudio evalud la variabilidad genética entre plantas madre
y sus vastagos clonales utilizando seis combinaciones de cebadores.
Se generaron 586 marcadores AFLP, con un 40 % de polimorfismo y
una diferenciacion genética significativa (@, = 0.455, p = 0.0001). Los
indices de Shannon (I = 0.226) y heterocigosidad esperada (He = 0.153)
muestran una baja diversidad genética. El conocimiento de la variabilidad
genética es fundamental para desarrollar estrategias que favorezcan
la generacion de plantas mas resistentes a enfermedades y ayuden a
mitigar los efectos negativos de la baja diversidad genética a largo plazo.

PALABRAS CLAVE: AFLP, Agave, fibra, variabilidad genética.

*Corresponding Author:

Elia Ballesteros-Rodriguez. Unidad de Biotecnologia, Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., Calle 43 No. 130 x 32 y
34, Chuburna de Hidalgo. C.P. 97205, Mérida, Yucatan, México. Telefono: (999) 981 3921. E-mail: ely_br_2002@yahoo.com.mx

Revista Bio Ciencias 12, e1795.



http://www.orcid.org/0002-7196-1752
http://www.orcid.org/0002-1714-0240
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1795
https://doi.org/10.15741/revbio.09.e1297
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1795
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1795
mailto:ely_br_2002%40yahoo.com.mx?subject=rbio1795
http://revistabiociencias.uan.edu.mx
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1795

Variabilidad Genética en Agave hibrido 11648. /Genetic Variability in Agave hybrid 11648.

ABSTRACT

Agave hybrid 11648 is the most widely cultivated agave for fiber production worldwide and
reproduces, mainly, by clonal rhizome shoots. To determine the influence of asexual propagation
on the reduction of the genetic diversity of hybrid 11648, this study evaluated the genetic variability
between mother plants and their clonal offspring using six primer combinations. 586 AFLP markers
were generated, with 40 % polymorphism and significant genetic differentiation (@, = 0.455,
p = 0.0001). The Shannon indices (I = 0.226) and expected heterozygosity (He = 0.153) show
low genetic diversity. Knowledge of genetic variability is essential to develop strategies that favor
generating more disease-resistant plants and help mitigate the negative effects of low genetic
diversity in the long term.

KEY WORDS: AFLP, Agave, fiber, genetic variability.

Introduccién

El Agave hibrido 11648 (H.11648) fue obtenido durante la primera mitad del siglo XX por
George W. Lock en Tanzania, Africa, mediante el cruzamiento entre Agave angustifoliaxAgave
amaniensis Trel & Nowel y posterior retrocruza con A. amaniensis (Zhang et al., 2013; Bautista-
Montes et al., 2022). Se caracteriza por la ausencia de espinas marginales y mayor contenido
de fibra en las hojas comparado con Agave fourcroydes Lem. y Agave sisalana Perr. (Zhang et
al., 2013); segun Hartemink & Kekem (1994), el H.11648 puede cosecharse antes y alcanzar un
rendimiento de hasta 3 t ha'en contraste con A. sisalana, que produce alrededor de 1.5t ha'de
fibra utilizando la hoja completa. En consecuencia, el principal cultivo de Agave a nivel mundial
para la obtencion de fibra es el del H.11648 (Jin et al., 2020).

Las plantas del género Agave pueden propagarse tanto sexualmente, mediante semillas,
como asexualmente a través de vastagos clonales de rizoma o bulbillos de inflorescencia
(Abraham-Juarez et al., 2015; Figueredo-Urbina et al., 2017; Sanchez et al., 2020). Aunque las
poblaciones de agave que se propagan clonalmente mediante rizomas presentan homogeneidad
genética (Infante et al., 2003), su propagacion asexual ha traido como consecuencia una pérdida
de diversidad en los cultivos, incrementando su vulnerabilidad a diversos patégenos (Rivera-
Lugo et al., 2018; Trejo et al., 2018; Klimova et al., 2023; Figueredo-Urbina et al., 2024). Aunque
el H.11648 puede reproducirse por semilla, en la practica se propaga principalmente mediante
vastagos clonales de rizoma. La propagacion asexual, en especies como Agave tequilana (Trejo
et al., 2018; Chavez-Sanchez et al., 2022), Agave mapisaga (Figueredo-Urbina et al., 2021) y
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Agave fourcroydes (Infante et al., 2003), ha sido objeto de estudio debido a sus implicaciones en
la variabilidad genética.

Estudios realizados en A. fourcroydes y A. tequilana, sefialan que el andlisis de la
variabilidad genética permite identificar materiales élite que pueden ser seleccionados para
reproducir plantas con caracteristicas agronémicas superiores, tales como una mayor resistencia
genetica a las enfermedades o un rendimiento superior en la produccion de fibra (Infante et
al., 2003; Chavez-Sanchez et al.,, 2022). Ya que el empleo de marcadores moleculares ha
probado su utilidad para la identificacién de individuos con caracteristicas deseables en
programas de mejoramiento genético, el presente trabajo plante6 como objetivo determinar la
variabilidad genética en las plantas madre y sus vastagos clonales de rizoma del Agave hibrido
11648 empleando marcadores moleculares de polimorfismo de la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP).

Material y Métodos
Material vegetal

Se colectaron hojas de seis plantas madre del H.11648 (designadas como P2 a P6) y de
cinco vastagos clonales de rizoma de cada una de ellas. También se colectaron muestras de
una planta madre en maceta (P1) y de dos de sus vastagos clonales como grupo de control.
En total se analizaron 39 muestras, correspondientes a la suma de siete plantas madre y 32
vastagos clonales, colectadas en el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., ubicado
en Mérida, Yucatan. Para asegurar la homogeneidad de las muestras, se escogieron plantas
sanas con una altura aproximada de 2 m para plantas madre y 0.6 m para sus vastagos; el grupo
de control reporté una altura de 0.8 m para la planta madre y 0.3 m para sus vastagos.

La extraccion de DNA se realizé a partir de un segmento de 1 cm de la base de la
hoja, segun el método de Echevarria-Machado et al. (2005), con ligeras adaptaciones. Primero,
el tejido se molié en nitrégeno liquido y se tomd una muestra de 0.5 g a la que se afadid
polivinilpirrolidona (Sigma-Aldrich®). A continuacién, se incorporaron el tampén de extraccion
B-mercaptoetanol (100 uL, 100mM) y SDS (100 uL, 20 % Sigma-Aldrich®). Las muestras se
incubaron a 65 °C durante 15 min en una incubadora AquaBath™ Thermo Scientific® y luego
se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 12 h. Tras la incubacion se anadieron
500 L de acetato de potasio 5M (Sigma-Aldrich®) y se mezclaron los tubos por inversién, después
se incubaron 20 min en hielo. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 13,000 rpm
durante 20 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo de 2 mL y se afadieron 300 uL de silice
(Sigma-Aldrich®). Las muestras se mezclaron por inversion durante 5 min y se centrifugaron a
12,000 rpm durante 6 min. El sobrenadante se descarté y el pellet se dejé secar durante 1 h antes
de ser re-suspendido en 50 pL de agua estéril (PISA®). La evaluacion de pureza y cuantificacion
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de DNA se realizaron de acuerdo a lo descrito por Ballesteros-Rodriguez et al. (2022).
Desarrollo de AFLP

Se llevaron a cabo analisis AFLP siguiendo el protocolo descrito por Vos et al. (1995), con
ligeras modificaciones propuestas por Ballesteros-Rodriguez et al. (2022). En una evaluacion
preliminar de cinco plantas, se seleccionaron seis pares de cebadores EcoRl y Msel basandose
en el numero de bandas amplificadas. Los cebadores EcoRI utilizados, que estaban marcados
con fluorescencia, fueron: AAC/CAT, ACG/CAT, ACT/CAT, AAC/CAC, ACG/CTA y ACT/CAC.
Las bandas amplificadas fueron detectadas con un secuenciador de ADN Beckman Coulter
CEQ 8800°.

Analisis de datos

El analisis de datos se realizdé conforme a lo descrito por Ballesteros-Rodriguez et al.
(2022), empleando el software GeneMarker® v1.75 y el método de agrupamiento UPGMA
del software NTSYSpc®. Se calcularon los valores de bootstrap a partir de 1000 arboles re-
muestreados utilizando el software FreeTree (Felsenstein, 1985).

Se utilizé la matriz binaria generada con 586 marcadores AFLP para realizar un analisis
de varianza molecular (AMOVA) mediante el software GenAIEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).
El AMOVA proporciond métricas tales como: el porcentaje de loci polimoérficos, el indice de
informacion de Shannon (1) y la heterocigosidad esperada (He). Las métricas fueron calculadas
bajo el supuesto de que cada locus representa un par de alelos y considerando la presencia y
ausencia de los fragmentos AFLP en cada banda.

Resultados y Discusién

A partir de seis combinaciones de cebadores en la amplificacion selectiva, se obtuvieron
586 marcadores AFLP, generandose un promedio de 98 marcadores por combinacién. El AMOVA
determind que el porcentaje de variacion molecular entre plantas madre y vastagos fue de 55 %
y dentro de cada planta madre y sus vastagos 45 %. Estos resultados indican una diferenciacién
genética significativa entre las plantas madre y sus vastagos, con un valor de @, = 0.455
(p = 0.0001), lo que sugiere que los vastagos presentan una variabilidad genética distinta a las
plantas madre (Tabla 1).

El porcentaje de polimorfismo observado varié en las plantas madre analizadas y sus
vastagos, siendo del 28 % para la P1, 39 % para la P2, 41 % para la P3, 44 % para la P4, 36 %
para la P5, 45 % para la P6 y 44 % para la P7. Con 40 % como media general de polimorfismo,
puede inferirse que existe variabilidad genética entre las plantas madre y sus vastagos y, aunque
comparten una base genética comun, se observan ciertos cambios en el perfil genético de los
vastagos. En A. tequilana, se ha documentado mediante analisis AFLP, variabilidad genética
en materiales propagados asexualmente a través de rizomas (Torres-Moran et al., 2005; 2013;

Revista Bio Ciencias 12, e1795. 4



Ballesteros Rodriguez & Sanchez Teyer, 2025.

Chavez-Sanchez et al., 2022). Abraham-Juarez et al. (2009) reportaron 75 % de polimorfismo en
vastagos clonales, mientras que los bulbillos de inflorescencia mostraron polimorfismo de 86 % y
las plantas derivadas de semilla de 90 %.

El indice de informacién de Shannon (I = 0.226) y el valor de heterocigosidad esperada
(He = 0.153) obtenidos en este estudio reflejan una diversidad genética relativamente baja entre
las plantas madre y sus vastagos. Ambos valores sugieren que, aunque existe cierta variabilidad
genética, la diversidad es limitada debido a la reproduccién asexual, ya que tanto las plantas
madre como los vastagos comparten una base genética similar.

En estudios previos sobre A. tequilana Weber var. Azul, Ruiz-Mondragén et al. (2022),
al analizar 68 plantas maduras en el estado de Jalisco, obtuvieron un valor de He = 0.120,
similar a lo reportado en esta investigacién. Con cinco plantas en Guanajuato mediante AFLP,
Rivera-Lugo et al. (2018) reportaron un valor de He = 0.205, mientras que Vargas-Ponce et al.
(2009), empleando ISSRs en 22 plantas recolectadas en Tequila, Jalisco, obtuvieron un valor de
He = 0.118. Trejo et al. (2018), utilizando microsatélites en 23 plantas de campos cultivados
en Tequila, Jalisco, reportaron He = 0, debido a que todos los individuos presentaron el mismo
genotipo, aunque en poblaciones con menor manejo intensivo, observaron una mayor diversidad
genética, por ejemplo, las variedades ‘Siguin’ (He = 0.409) y ‘Chato’ (He = 0.435) presentaron
niveles mas altos de heterocigosidad esperada. De igual manera, Figueredo-Urbina et al. (2021),
en el andlisis de 19 variedades tradicionales de agave pulquero (variedades de A. americana, A.
salmiana y A. mapisaga) obtuvieron valores de He entre 0.204 y 0.721, lo que refleja una notable
diversidad genética.

El indice de similitud genética entre los 39 individuos varié de 0.59 a 0.94. En la P1y
sus vastagos, el indice oscilé entre 0.82 y 0.91; en la P2, entre 0.83 y 0.92; en la P3, de 0.77 a
0.91; enla P4, de 0.78 a 0.93; en la P5, de 0.83 a 0.93; en la P6, de 0.75 a 0.86; y en la P7, de
0.77 a 0.84. Estos resultados son similares a los reportados en A. tequilana, donde el coeficiente
de similitud entre las plantas madre y sus vastagos varié de 0.770 a 0.890 (Torres-Moran et
al., 2010).

El dendrograma generado mostré dos grupos principales: uno compuesto por la P7 y sus
vastagos clonales y otro que se subdivide en seis subgrupos (Figura 1). Se observa una notable
similitud entre las plantas madre y sus vastagos, o que concuerda con los hallazgos de Torres-
Moran et al. (2010) en A. tequilana, aunque se evidencian diferencias en el patrén de bandas
entre las plantas madre y los vastagos, asi como entre los propios vastagos. Esta variabilidad es
esencial para la mejora del Agave, ya que permite la seleccion de individuos con caracteristicas
deseables en poblaciones clonadas. La seleccion y el cultivo in vitro podrian facilitar la obtencién
de materiales élite con mayor resistencia genética a enfermedades (Chavez-Sanchez et al., 2022).

En los agaves cultivados, la variabilidad genética es variable y depende de factores como
la especie, la intensidad del uso, las practicas de manejo y el grado de domesticacion. En A.
tequilana, la propagacién clonal ha sido ampliamente promovida, lo que ha resultado en una
disminucion de la variabilidad genética. En cambio, la variabilidad genética en las poblaciones
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silvestres de Agave tiende a ser alta, en parte debido a la intervencién de polinizadores como los
murciélagos nectarivoros, que desempefian un papel crucial en la conservacién de la diversidad
genética (Figueredo-Urbina et al., 2021; Ruiz-Mondragoén et al., 2022). Cabe senalar que el
contraste de los resultados de esta investigacion con los de otros estudios es complejo debido a
las diferencias en las metodologias moleculares y los disefios de muestreo empleados.
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Figura 1. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre plantas madre
y sus vastagos clonales de rizoma.

Los numeros indican el porcentaje de repeticiones de bootstrap obtenidas en cada nodo a partir de 1000

arboles re-muestreados. Las etiquetas corresponden a las siguientes identificaciones: P1 indica la planta

madre; 11 y 12 son vastagos clonales de rizoma derivados de P1; P2 es otra planta madre, y 21, 22, 23, 24,
25 son vastagos clonales de rizoma derivados de P2, y asi sucesivamente.

Fuente: Elaboracioén propia a partir de los resultados AFLP
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Tabla 1. Analisis de varianza molecular entre las plantas madre y
vastagos clonales de rizoma del Agave hibrido 11648 mediante AFLP.

gl SCD MSD Varianza P, P-valor
Entre plantas madre y vastagos 6 1873.526 312.254 46.350 0.455 0.0001
Dentro de cada planta madre y
, 32 1777.500 55.547 55.547
sus vastagos
Total 38 3651.026

gl: grados de libertad, SCD: Suma de cuadrados de las diferencias, MSD: Media de las desviaciones
Cuadraticas. Los valores de P se derivaron de una prueba de permutacion aleatoria con 10,000 permutaciones.
Fuente: Elaboracion propia

Conclusiones

Este estudio muestra que, aunque la reproduccién asexual es la principal via de
propagacion, no se produce una homogeneizacion total en el perfil genético de los vastagos
clonales. Los valores de polimorfismo, heterocigosidad esperada y diversidad genética son
relativamente bajos, lo cual podria atribuirse a la propagacion clonal. Sin embargo, el manejo
adecuado de esta variabilidad genética a través de la seleccidn podria facilitar la mejora genética
de las poblaciones clonales.

Es importante sefalar que la baja diversidad genética observada también conlleva
riesgos, como la reduccion de la capacidad de adaptacion a cambios ambientales y una mayor
vulnerabilidad a enfermedades. Por lo tanto, es fundamental el conocimiento de la variabilidad
genética para generar estrategias que favorezcan la floracion y produccién de semillas viables, lo
que, a su vez, podria contribuir a la creacion de plantas mas resistentes a enfermedades y mitigar
los efectos negativos de la baja diversidad genética a largo plazo.
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