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Resumen

La caracterizacion morfoldgica y molecular de las especies silvestres es un paso inicial
importante en la seleccién de rasgos para el aprovechamiento y domesticacion
agrondmica, lo mismo ocurre con proyectos disefiados para la conservacion. El objetivo
de este trabajo fue determinar la diversidad genética intra e interespecifica del complejo
Agave potatorum (Garcia-Mendoza) con el empleo de marcadores morfolégicos y
citométricos, para lo cual fue necesario implementar la fenotipificacion y la citometria de
flujo, para la determinacion del contenido de ADN nuclear y nivel de ploidia. Se evaluaron
once caracteristicas morfoldgicas distintivas reportadas en la literatura para los agaves.
Para la caracterizacion fenotipica se realizd un Analisis de Componentes Principales
(ACP), arboles filogenéticos y analisis de correlacion utilizando como grupo hermano la
especie de Agave karwinskii. Se midieron y cuantificaron los estomas de las laminas
foliares de las cuatro especies (Agave potatorum, A. seemanniana, A. nussaviorum y A.
karwinskii) por su parte abaxial y adaxial para obtener la densidad estomatica, indice
estomatico y tamafio de estomas; se realizd6 un ANOVA para ver si existian diferencias
significativas en estos valores entre especies y entre laminas foliares. Finalmente se
realizé la cuantificacion del contenido de ADN nuclear y la estimacion del nivel de ploidia
mediante la citometria de flujo con Pisum sativum como estandar externo. En el mismo
sitio de estudio y en forma silvestre, se encontraron las especies de A. karwinskii y las tres
especies del complejo: Agave potatorum Zucc., A. seemanniana Garcia-Mend. y A.
nussaviorum subsp. nussaviorum Garcia-Mend., con la excepcion de la subespecie Agave
nussaviorum subsp. deltoidea que no se registro su presencia en el area de estudio. Los

valores de los dos primeros componentes (F1=46.13 y F2= 33.99) principales explicaron



més del 80% de la varianza morfoldgica total. EI dendograma de agrupamiento
aglomerativo jerarquico (CAJ) mostrd similitud entre las especies del complejo,
dividiéndolas en dos grupos hermanos: el primer grupo estuvo formado por Agave
nussaviorum y A. potatorum, y el segundo fue por A. seemanniana. Mientras que, la
especie A. karwinskii mostro distancia genética conforme a su funcién de especie alejada
de la raiz o “outgroup”. El andlisis de ANOVA no mostro diferencia significativa para
ninguna de las variables estométicas analizadas entre especies, lo mismo ocurrid entre las
superficies de las laminas foliares. Las cuatro especies resultaron ser diploides, dentro del
complejo la variacion del contenido de ADN fue en un rango de 7.33 pg/2C en A.
nussaviorum a 7.90 pg/2C en A. seemanniana. Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren cierto grado de variabilidad genética expresada en las caracteristicas
morfolégicas y citométricas de los agaves pertenecientes a este complejo en Oaxaca los
cuales pueden ser utilizados en futuros estudios moleculares, domesticacion vy

recuperacion de poblaciones reducidas.

Palabras clave Fenotipo, ADN, Estomas



Abstract

Morphological and molecular characterization of wild species is an important initial step
not only for the selection of traits for agronomic harvesting and domestication, but also
for conservation projects. The objective of this work was to determine the intra and
interspecific genetic diversity of the Agave potatorum complex (Garcia-Mendoza) by
using flow cytometry for the determination of nuclear DNA content and ploidy level and
phenotyping. For the phenotypic characterization, we conducted a Principal Component
Analysis (PCA), constructed phylogenetic trees and run correlation analyzes using as a
sibling group Agave karwinskii. The stomata of the leaf blades of the four species (Agave
potatorum, A. seemanniana, A. nussaviorum y A. karwinskii) were measured and
quantified by their abaxial and adaxial part to obtain the stomatal density, stomatal index
and stomatal size; an ANOVA was performed to see if there were significant differences
in these values between species and between leaflets (abaxial and adaxial). Finally, flow
cytometry was applied to know the level of ploidia and content of nuclear DNA. A.
karwinskii and the three species (with the exception of the subspecies Agave nussaviorum
subsp deltoidea) were found in the study area: Agave potatorum Zucc., A. seemanniana
Garcia-Mend. And A. nussaviorum subsp. nussaviorum Garcia-Mend. The values of the
first two main components (F1= 46.13 and F2= 33.99) accounted for more than 80% of
the total morphological variance. The hierarchical agglomerative clustering dendogram
(CAJ) showed a high similarity between the species of the complex, dividing them into
two groups: group one were conformed by Agave nussaviorum and A. potatorum, while
group two one A. seemanniana. A. karwinskii formed third group or external group. In the
ANOVA, no significant difference was found for any stomatal variables analyzed between

3



species, the same occurred between the leaf blade surfaces. The four species turned out to
be diploid, within the complex the variation of the DNA content was in a range of 7.33 pg
/ 2C in A. nussaviorum at 7.90 pg / 2C in A. seemanniana. The results obtained in this
work suggest a certain degree of genetic variability expresed in the morphological and
citometric characteristics of the agaves belonging to this complex in Oaxaca which can be

used in future molecular studies, domestication and recovery of diminished populations.



1. Introduccion

Los agaves se encuentran practicamente en todo México, son endémicos del
continente americano y se distribuyen desde la parte sur de los Estados Unidos de
Norteamérica hasta Colombia y Venezuela, la mayor riqueza se encuentra en las zonas
aridas, semiéridas y templadas, se pueden encontrar a altitudes que van desde el nivel del
mar hasta un maximo de 3000 msnm (Garcia-Mendoza, 2011). Por la gran diversidad de

agaves que tiene, México es considerado centro de origen de este género ya que existe una gran
variabilidad morfoldgica silvestre y de domesticacion ligada a la variedad de climas, ambientes y
mejoramiento tradicional, existen alrededor de 200 especies para este género (Garcia-Mendoza,
2002), de las cuales un 75% se distribuye en este pais. Para el caso especifico de Oaxaca Garcia
et al. (2004; 2007) indican que existen 37 especies registradas para este estado, de estas, siete son
endémicas, la zona con mayor nimero de especies es la provincia Tehuacan-Cuicatlan con 15

especies.

Eguiarte y Souza (2007) sefialan que estas especies son las mas representativas de
la diversidad caracteristica de México, cuentan con un alto nivel fitogenético en las zonas
de menor diversidad y mayor pobreza econdémica. Tienen una gran importancia en el
entorno ecoldgico ya que forman parte del alimento de algunos murciélagos, abejas y
colibries; de la misma manera forman parte de refugios para pequefios mamiferos, aves y
reptiles. Dentro de las monocotiledoneas, son primordiales para evitar la erosion del suelo,
ademas de contribuir en el aporte de materia organica, al mismo tiempo de contar con un
muy bajo nivel de requerimientos hidricos. Esta diversidad de agaves es relativamente
grande en comparacion con los géneros de esta misma subfamilia (Agavoideae), y ha sido

utilizada ampliamente en la produccién de una gran cantidad de fibras, bebidas
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alcoholicas, material para construccion, asi como insumos para la cocina tradicional,

resultando en un gran valor econdmico y cultural (Abraham et al., 2009).

En Oaxaca se reconocia una sola especie de Agave hasta 2010, Agave potatorum
(Garcia-Mendoza, 2010). En este afio Garcia-Mendoza separa y reubica a este taxon en
dos especies, ademas de describir a una nueva especie para la ciencia, la denomina A.
nussaviorum (con dos subespecies, A. nussaviorum subsp. nussaviorum y A. nussaviorum
subsp. deltoidea) y conserva el taxon con el nombre original, Agave potatorum. Para
realizar lo anterior comparo esta diversidad de formas con A. seemanniana y conforma asi

el llamado complejo A. potatorum.

El conocimiento genético de la mayoria de las especies endémicas para México es
escaso. Para determinar y cuantificar la variabilidad del complejo antes mencionado se
utilizaron los marcadores morfologicos (utilizando dentro de estos caracteres de porte de
la planta, hojas, espinas y estomas) y citométricos estableciendo con estos las relaciones
genéticas que existen en una misma regién geogréafica. En Oaxaca se han realizado pocas
investigaciones con ambos marcadores para el género Agave, por este motivo se pretende
aportar conocimiento a estos campos de estudio dando a conocer asi parte de la gran

diversidad genética.

Los analisis moleculares para determinacion e identificacion de especies estan

desplazando a los marcadores morfologicos. Sin embargo, los anélisis cuantitativos y



cualitativos con marcadores morfolégicos han sido y siguen siendo de gran importancia
para determinar variedades de especies cultivadas, coincidiendo la gran mayoria de estos
estudios con el conocimiento ancestral de las comunidades, determinando asi los
diferentes fenotipos para una misma especie. Asi mismo, estos marcadores morfoldgicos
aun se contindan utilizando en estudios paleontologicos en la caracterizacion de especies
animales y plantas que se han extinguido, obteniendo de fosiles caracteres a analizar y
contribuyendo con esto principalmente a los campos de la cladistica y evolucion (Caracuel

et al., 2002; Menegaz et al., 1889).

Los estudios de los estomas en las ldminas foliares de las plantas han sido aplicados
para el conocimiento de asimilacion de clorofila, indice y densidad estomatica que estan
estrechamente relacionados con las condiciones ambientales y nutricionales (Roth et al.,
1986). Es una premisa que todas las especies de Agave hasta ahora estudiadas son
anfiestomaticas, lo que significa que tienen estomas en la parte adaxial (haz) y abaxial
(enveés), caracteristica representativa en especies que se desarrollan en climas secos. La
asimilacion de la clorofila est estrechamente influenciada por la distribucién y nimero
de estomas en la ldmina foliar, ademas de la ubicacion de estos a lo largo de la hoja. La
transpiracion e intensidad de respiracion se relacionan directamente con el nimero de

estomas en apertura (Sosa del Castillo et al., 2014; Arroyo et al., 2008).

La citometria de flujo es una técnica analitica que permite visualizar las
caracteristicas fisicas, asi como quimicas de células o moléculas suspendidas en un

liquido, que al pasar de forma individual por un conducto e interferir en la trayectoria de



un haz de luz producen una difraccion o sefial de luz de forma individual, la cual es
caracteristica y cuantificable (Barrera et al., 2004). En boténica es poco utilizada a
comparacion de la medicina, sin embargo, esta herramienta es rapida y precisa para
estudios de estimacion, composicion, diversidad genética intra e interpoblacional y

poliploidia (Palomino et al., 2005).

El complejo Agave potatorum actualmente se encuentra en extraccion desmedida
de sus poblaciones silvestres en los estados de Puebla (Regioén Mixteca) y principalmente
en Oaxaca (en la Regidn de los Valles Centrales) para la produccién de mezcal debido a
la alta demanda de este producto a nivel nacional e internacional. Es una planta que
dificilmente produce bulbillos o hijuelos estoloniferos (a diferencia de otros agaves),
restringiendose su reproduccion unicamente por medio de semillas, facilitando esto su
rapida desaparicion de los ecosistemas donde se encuentra presente (Aguirre-Dugua,

2012; Delgado-Lemus, 2014; Garcia-Mendoza, 2010).

Hasta ahora hay pocos estudios de fenotipificacion en Oaxaca, los referentes a la
citometria de flujo son alin mucho menores, por lo cual esta tesis pretende utilizar nuevas
tecnologias para aportar conocimiento de los caracteres morfoldgicos y citométtricos de

referencia para estas especies de gran valor ecolégico, econémico y cultural.



2. Revisién de literatura

2.1 Clasificacion taxonomica del género Agave

El género Agave pertenece a la subfamilia Agavoide, la cual esta integrada dentro
de la familia Asparagaceae, esta ha sufrido algunas modificaciones en sus clasificaciones.
De 1998 a 2009, de acuerdo a las clasificaciones de la APG I y Il (Angiosperm Phylogeny
Group) el género Agave fue considerado dentro de la familia Agavaceae (APG, 2002). En
2010, con laimplementacidn de la clasificacion APG |11 basada en secuencias moleculares
de ADN la familia Agavaceae fue removida y desaparecida de la lista de familias, con
esto el género Agave paso a ser miembro de la familia Asparagaceae dentro de la subfamila
Agavoide (Chase et al., 2009). En la figura 1 se muestran las caracteristicas generales de

distribucion de las especies de este complejo.

2.2 Complejo Agave potatorum (Garcia-Mendoza)

El complejo fue descrito por Garcia-Mendoza (2010) y se compone de tres
especies, una de estas se divide en dos subespecies; Agave potatorum, A. seemanniana, A.

nussaviorum subsp. nussaviorum y A. nussaviorum subsp. deltoidea.

2.2.1 Agave potatorum

Habitat y distribucion: Se desarrolla en lugares planos o pendientes poco

pronunciadas, en suelos con arenas nacidas de roca caliza, entre los 1300 a 2400 msnm.



Se encuentra en el matorral Xer6filo con Quercus y selvas bajas caducifolias, ademas de

climas aridos y semiaridos de los estados de Oaxaca y Puebla (Garcia-Mendoza, 2010).

Se ha ocupado practicamente para la produccion de mezcal. Es particular su
tamafio pequefio y compacto acompafiado de un gran nimero de hojas, es de plasticidad
marcada ya que tuvieron que pasar muchos afos para definir y separar los taxones en un

complejo en lugar de formar parte de una sola especie (Garcia-Mendoza, 2010).

2.2.2 Agave nussaviorum

Habitat y distribucion: Se desarrolla en la Mixteca alta en el estado de Oaxaca, en
clima templado, en lugares sin laderas o pendientes pronunciadas que estan entre los 1700

y 2500 msnm. Se encuentra en el bosque de Quercus-Pinus a la vez con Juniperus.

Los usos conocidos hasta ahora son los reportados por Garcia-Mendoza (2010) y
Lopez (2008), quienes mencionan usos derivados del conocimiento Mixteco, como
alimento (las flores son utilizadas como forraje para animales o cocidas y mezcladas con
el maiz para hacer tortillas, el quiote se consume como alimento humano y es considerado
una delicia culinaria), medicina (el jugo de las hojas se emplea para coagulos sanguineos
y la diabetes; las hojas semi-horneadas directamente al fuego sirven para golpes o caidas

de animales) y construccion (el quiote en las casas).
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2.2.3 Agave nussaviorum subsp. deltoidea

Hébitat y distribucién: Se desarrolla en lugares pedregosos de rocas igneas, en
altitudes que van de los 2400-2600 msnm; asi mismo forma parte del matorral rosetofilo
de la localidad tipo (Distrito de Teposcolula, municipio de San Pedro Nopala, en cerro La
Pefa del Tigre) y las circunvecinas a esta. Como el nombre de la subespecie lo indica se
diferencia de la subespecie tipo por la forma de las hojas deltoides segiin Garcia-Mendoza

(2010),

2.2.4 Agave seemanniana

Habitat y distribucion: Se desarrolla en pendientes pronunciadas, entre los 700 y
1700 msnm, se localiza en la selva baja caducifolia, principalmente en el ecotono con el
bosque de pino-encino (Garcia—Mendoza, 2010). La caracteristica principal que diferencia
a esta especie en comparacion con las dos antes mencionadas es que su roseta es grande,
de alrededor de un metro de alto, es abierta y tiene pocas hojas en comparacion con Agave

potatorum.
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Figura 1. Distribucion del complejo Agave potatorum (Garcia-Mendoza, 2010)

2.3 Grupo hermano del complejo: Agave karwinskii

Habitat y distribucion: Agave karwinskii Zucc. se distribuye mayormente en las
zonas cercanas al Valle de Tehuacéan y la gran mayoria de las comunidades de la region
de los Valles Centrales en Oaxaca, en suelos rocosos con selva baja caducifolia a altitudes
que van desde los 1500 hasta los 2300 msnm. Sus principales usos son para la produccion

de mezcal, fibras o ixtle, ademas de ser plantas de gran altura ocupadas como ornamentos
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en jardines y finalmente el quiote (escapo) es utilizado en la construccién de techados o

dinteles de las casas (Gentry, 1982).

2.4 Variabilidad fenotipica en agaves

En el caso especifico del género Agave Mora-Lépez et al. (2011) estudiaron la
variabilidad morfologica de 62 ejemplares de la seccion Salmaniae, con el objetivo de
identificar la humanizacién de estas. Con un andlisis de componentes principales (ACP)
encontraron las variables morfoldgicas que explicaban con mayor claridad las diferencias
de humanizacion (altura y didmetro de la roseta, también la longitud, nimero y distancia

entre dientes). Con esto identificaron cuatro especies, una subespecie y tres variedades.

Asi mismo, las caracteristicas fenotipicas han servido para correlacionar
individuos con su cariotipo, ya que existe una estrecha relacion. Flores-Maya et al. (2010)
seflalan que las caracteristicas cariologicas de Agave karwinskii Zucc. y Agave

macroacantha Zucc. estan estrechamente relacionadas con su fenotipo.

Parker et al. 2014 realizaron un estudio de variables fenotipicas en seis poblaciones
desconocidas de Agave parryi var. huachaensis, comparandolas con 17 poblaciones de
Agave parryi previamente determinadas, para establecer si estos caracteres estaban
influenciados por la forma de vida silvestre o cultivada de civilizaciones precolombinas.
Encontraron que toda la morfologia variaba en cierto grado, de manera mas significativa
en la variedad, ademés el caracter méas explicativo para diferenciar las poblaciones

silvestres de las manejadas fue el espacio inter-espinas con mayor variacion inter-
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poblacional. El Unico caracter que no cambi6 significativamente en todas las poblaciones
fue el grosor de las hojas. Demostrando con esto que las poblaciones con menor variacion
de formas coinciden con puntos de humanizacion y establecimiento de comunidades
precolombinas. Ademas, obtuvieron poblaciones poco diversificadas, catalogandolas
como potenciales puntos de blsqueda arqueoldgica. Los cambios morfoldgicos fueron
muy pronunciados en reduccion o variacion de formas en los valles o partes bajas de
Arizona, lugares aptos para el establecimiento de poblaciones antropogénicas y con esto

el manejo de especies de Agave.

Leon et al. 2013, en un estudio de diversidad determinaron la variacion
morfolégica en cinco especies de Agave (dos variedades de Agave karwinskii, A.
potatorum, A. marmorata, A. americana y A. convallis) en la comunidad de San Miguel
Telquiapam, Ocotlan Oaxaca. En todos los casos las variables con mayor y menor

variacion fueron el largo de la hoja y el especio inter-espinas, respectivamente.

2.4.1 Estomas en el género Agave

En los agaves se denomina complejo estomético a la conformacién de cuatro
células epidérmicas (dos células polares y dos laterales) en asociacion con las células que
conforman el ostiolo u oclusivas, a este arreglo celular se le denomina tetracitico (Gentry

y Sauck, 1978).
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Sosa del Castillo et al. (2014) estudiaron la lamina foliar de una variedad de Agave
fourcroydes (Sac Ki o henequen blanco) de 5 diferentes origenes: plantas in vitro, hijos
de bulbillos en plantas in vitro, hijos de rizomas en plantas in vitro, hijos de bulbillos de
plantas de campo e hijos de rizomas en plantas en campo. Realizaron dos evaluaciones, la
primera a los siete meses y la segunda a los 15 meses. Obtuvieron que todas las plantas
eran anfiestomaticas con aparato estomatico tetracitico; en el primer muestreo (siete
meses) observaron una diferencia significativa mayor en el indice estomatico solo en las
plantas provenientes de cultivo in vitro comparando ambas superficies de la hoja, en el
segundo muestreo (15 meses) en ambas superficies se encontraron aumentos en los indices
estomaticos para cuatro de los cinco origenes de las plantas, excepto para las plantas de
cultivo in vitro que fueron significativamente inferiores, relacionaron estos sucesos con
los cambios de radiacion entre muestreos. Con este trabajo comprobaron que el indice
estomatico estuvo influenciado por el origen del material, ya que las diferencias mas

marcadas fueron en el material in vitro.

Otro estudio realizado por Herndndez (2005) seleccion6 plantas jévenes y
adultas (1 y 5 afios, respectivamente) de Agave tequilana, en cada una de estas dos
categorias seleccion6 a su vez cinco plantas que estuvieran sanas y cinco enfermas, de
estas obtuvo muestras en la parte media de las hojas para el analisis de la lamina foliar.
Encontro que los estomas se presentaron en ambas partes de las hojas con el caracteristico
arreglo tetracistico. Con el andlisis estadistico demostré que la edad es altamente
significativa para la densidad estomatica, con 100 y 99 estomas por milimetro cuadrado
en la parte adaxial en plantas adultas que estaban sanas y enfermas respectivamente;

mientras que 95 y 91 estomas en la parte abaxial en plantas adultas, sanas y enfermas. Las
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plantas jovenes no presentaron diferencias en sus laminas foliares ni en su estado de salud.
Con el indice estomatico calcularon como media 6 estomas por cada 100 células
epidérmicas, ademas que la edad resulto altamente significativa para esta variable,

también la interaccion de la edad-salud-superficie foliar.

Los estudios de citometria de flujo en agaves son relativamente pocos, la mayoria
de ellos estadn enfocados en especies de importancia econémica. Palomino et al. (2003)
analizaron ocho variedades de A. tequilana, seis de ellas correspondieron a variedades
diploides (linefio, azul listado, azul, moralefio, xiguin y pata de mula), las cuales mostraron
un 2.5% de la variacién en el contenido 2C-ADN, este fue en un rango de 8.304 pg
(picogramos) en la variedad linefio a 8.517 pg en la variedad pata de mula. La variedad
bermejo fue triploide con un contenido 2C-ADN de 12.513 pg. La variedad chato present6
tetraploidia y pentaploidia, con un contenido 2C-ADN de 16.01 y 20.11, respectivamente.
Con andlisis citologicos y cariolégicos mencionan que existe una alta relacion entre la

ploidia y el contenido 2C-ADN de las ocho variedades.

En otro estudio, aplicando la citometria de flujo en Agave angustifolia Haw
Palomino et al. (2005) encontraron un citotipo diploide y uno triploide. El contenido 2C-

ADN para los diploides fue de 8.477 pg, para los triploides fue de 12.420 pg.

Moreno-Salazar et al. (2007) en un estudio del tamafio y cariotipo del genoma de
Agave angustifolia y Agave rodacantha ratificaron el caracter bimodal de estas dos
especies (5 pares de cromosomas largos y 25 pares de cromosomas cortos), ademas de su

diploidia. El tamafio y cariotipo intra e interpoblacional dieron evidencia de especiacion

16



por los re-arreglos existentes en el caracter bimodal de los cromosomas. El contenido
nuclear en fase 2C-ADN de Agave angustifolia fue de 8.499 pg y de 8.415 pg en A.
rhodacantha. Determinaron que la longitud total del genoma de A. rhodacantha es mayor
que el de A. angustifolia. Ademas, obtuvieron que el porcentaje de simetria es mas alto en

A. angustifolia.

En el 2010 Palomino et al. realizaron un estudio con citometria de flujo en dos
poblaciones de Agave aktites Gentry en el estado de Sonora, México (Las Bocas y San
Carlos). En este caso estimaron la estructura del cariotipo, asi como el tamafio y contenido
gendmico de la especie antes mencionada. En lo que respecta a contenido de ADN fue
extraido de tejido foliar y practicamente con diferencias observadas en un ANOVA poco
significativas (p= 0.3607). Las muestras de la localidad de Las Bocas presentaron en
promedio 8.408 pg y San Carlos una media de 8.400 indicando que se trata de organismos

diploides.
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3. Hipotesis

Especies de agave poseen desigual cantidad de ADN nuclear; siendo entonces el
nivel de ploidia diferente y especifico para cada especie. La similitud genética despliega
diferentes asociaciones filogenéticas entre las especies de agave empleadas, permitiendo

asi el desarrollo de clusteres especificos.
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4. Obijetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la diversidad genética y el contenido de ADN nuclear en fase 2C en el complejo
Agave potatorum (Garcia-Mendoza) mediante el empleo de caracteres fenotipicos y

citométricos.

4.2 Objetivos especificos

» Evaluar la variabilidad fenotipica de las especies del complejo presentes en la
comunidad de Maguey Largo mediante clasificadores morfoldgicos y la
caracterizacion de ldminas foliares.

» Cuantificar el contenido de ADN nuclear en las especies de agave colectadas,
mediante citometria de flujo para determinar los niveles de ploidia.

» Determinar las relaciones filogenéticas entre las especies de agave bajo estudio

mediante los marcadores cito-morfogenéticos
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5. Materiales y Métodos

5.1 Area de estudio

Agencia Municipal de “Maguey Largo”

Ubicacién geografica: El &rea objeto de estudio ocupa el cerro denominado por la
comunidad como “Juan Cano” (20 hectareas). Se encuentra en la Agencia Municipal de
Maguey Largo perteneciente al Municipio de San José del Progreso distrito de Ocotlan de
Morelos, Oaxaca, México. Forma parte de una porcion de la Provincia Sierra Madre del
Sur, se encuentra entre los paralelos 16° 41" y 16° 39" LN y los meridianos 96° 40"y 96°

38" LO; a una altitud entre los 1620 y 2900 msnm (INEGI, 2005).

Hidrologia: Pertenece en un 100% a la Regién Hidrologica “Costa Chica-Rio
Verde”, de igual forma a la cuenca Rio Atoyac y Subcuenca Rio Atoyac-Oaxaca de Juarez.
La localidad cuenta con una corriente de agua intermitente del “Rio La Garzona” (INEGI,
2005). Enumera en su territorio una presa denominada “El Cuajilote” y pequefios cuerpos

y retenes de agua hechos por los lugarefios.

Tipos de suelo: EI municipio tiene tres tipos de suelos, el territorio de la localidad
en estudio se encuentra inmerso en dos de estos, 90% es suelo de tipo lavado y acumulado
en partes bajas (luvisol) y el 10% restante pertenece al tipo incipiente superficial o

cambisol (INEGI, 2005).
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Clima: Segun el INEGI (2005) y climate-data.org (2016) el rango de temperatura
se encuentra dentro de los 17.5y 22.6 °C, con una precipitacion de entre 2-149 mm, cuenta
con dos tipos de clima, semiseco-semicalido (60.73%) y semicélido subhimedo con
lluvias en verano (34.31%). El 4.96% restante de clima perteneciente al municipio es

templado subhimedo con lluvias en verano, este en las partes mas altas (>2000 msnm).

Uso de suelo y vegetacion: En la comunidad el uso de suelo 21.39% es para la
agricultura, el 2.50% es zona urbana; la vegetacion en su mayor parte es pastizal inducido
con un 41.20% y el area a evaluar esta inmersa en lo que se le denomina como bosque, la

cual forma el 34.91% del area total (INEGI, 2005).

5.2 Colecta e identificacién de los individuos

Durante 2015 y 2016 se realizaron recorridos en puntos especificos y restringidos
de la zona de estudio donde pudieran encontrarse las especies del complejo, ya que no se
localizan en toda la comunidad, las coordenadas geogréficas de cada planta evaluada se
tomaron con el GPS integrado del celular Moto X Play, después se pasaron al navegador
libre Google Earth (2015) para obtener la altura sobre el nivel del mar. Para determinar la
variabilidad fenotipica se realizaron registros donde se encontraron los magueyes. Las
variables o caracteres que se tomaron en cuenta para este estudio fueron 13, las cuales
son: altura (AP) y diametro de la planta (DP); largo (LH), ancho (AH), espesor de la hoja
(EH) y nimero de hojas (NH); numero (NE), longitud (LEL) y espacio inter-espinas (EIE)
de las espinas laterales; diametro (DET) y longitud de la espina terminal (LET); dos

variables de relacion: relacion diametro-altura de la planta (RDPAP) y relacion largo-
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ancho de hoja (RLHAH). Todas las variables fueron medidas cuando se considero
morfolégicamente sana y madura la planta (antes de arrojar el escapo floral). Para el
andlisis de las hojas y espinas se tom6 como referencia una sola hoja, la llamada hoja “D”,

la cual se define como la més joven de las hojas viejas y la més vieja de las hojas jovenes.

En el muestreo de campo se obtuvo la identificacién boténica hasta el taxon
especie de cada ejemplar. Las caracteristicas morfoldgicas se midieron con un flexdmetro
y un vernier digital; mientras que los estomas se visualizaron en un microscopio 6ptico

Zeiss y se midieron con el software integrado en este (AxioVision, 2011).

5.3 NUmero de muestras por especie

En el muestreo se evaluaron 25 plantas de Agave potatorum, 35 de A. seemanniana
y 10 de Agave nussaviorum subsp. nussaviorum, esta especie fue la que presentd menor
namero de individuos por su restringida distribucion altitudinal a comparacion de las otras
dos, ademas de 25 plantas de Agave karwinskii (especie utilizada como grupo externo),
cabe mencionar que todas las plantas se midieron en estado adulto entre 9, 10 y 11 afios
de edad. Considerando segun las personas de la comunidad que esta edad la alcanzan las
tres especies del complejo cuando el &pice central donde nacen las hojas se encuentra a la
misma altura de las hojas laterales. En Agave karwinskii se considera adulta cuando la

espina central cambia de un color negro tenue o suave a un color negro intenso.
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5.4 Trabajo de laboratorio

Los analisis citométricos, conteo y medicion de estomas se llevaron a cabo en el
area de virologia y biologia molecular del Laboratorio Estatal de Salud Publica de Oaxaca
(LESPO), en el Municipio de San Bartolo Coyotepec perteneciente a la Region de los

Valles Centrales de Oaxaca.

5.4.1 Andlisis de citometria de flujo (FCM) y de la ploidia

Para determinar el contenido de ADN vy niveles de ploidia; se prepararon
suspensiones nucleares, para ello se hicieron cortes de tejido de hojas de 60-100 mg y se
colocaron en una placa de Petri a la que se afiadié 1 ml del tampo6n de aislamiento de
nacleos (NIB por sus siglas en inglés) previamente refrigerado a 4°C. Todos los pasos del
aislamiento y preparacion para la corrida de los ndcleos fueron realizados en frio mediante
el empleo de hielo frappe. La NIB fue preparado segun lo descrito en Dolezel et al. (1989),
a la que se afadieron inmediatamente 1 pl/ml de B-mercaptoetanol antes del uso. Para
obtener valores aceptables de coeficiente de variacion, se utilizé 0.1% del detergente
bioldgico Triton® X-100, y para reducir la adhesién de desechos celulares y la presencia
de compuestos fendlicos se afiadié 5% de polivinilpirrolidona (PVVP-40). La ploidia de las
especies se calculd comparando la fluorescencia relativa de sus posiciones en el pico M1
(Go/G1) con la posicion relativa del patron externo previamente normalizado de Pisum
sativum con un contenido de DNA en la fase 2C igual a 9.09 pg. El contenido de ADN de

las muestras (genotipos o especies) en fase 2C se calculé mediante la siguiente formula:
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posicidn relativa pico M1 de la muestra

2C ADN muestra (pg) = 9.09 pg

posicidn relativa pico M1 del patrén

5.5 Indice, densidad y tamarfio estomatico

La caracterizacion de los estomas en las laminas foliares fue por la parte abaxial y
adaxial de las tres especies de agaves silvestres en plantas adultas sanas (9-11 afos),
mediante el empleo de la técnica del imprinting (Sinclair y Dunn, 1961) y directamente
sobre la epidermis de las hojas, esto para calcular la densidad estomatica, indice
estomatico y el tamafio de los estomas. Para obtener los datos referentes al indice y
densidad estomatica se contabilizaron todos los estomas y células que se observaron en el
area que abarca la camara del programa utilizado (55.93 um X 41.8 um), esto en cinco
campos de la cdmara en diez laminas (adaxial y abaxial) de diez plantas por especie. Para
determinar el tamafio de los estomas se midieron 30 estomas de cada lamina (adaxial y
abaxial) en diez plantas por especie (600 estomas por especie). Se realizaron hojas de
calculo con las medidas de cada variable. Se calcul6 la media como medida de tendencia
central. Se realiz6 un ANOVA para ver si existian diferencias significativas entre las dos

partes de las hojas y entre especies para cada variable.

El indice estomatico se calculé con las formula de Salisbury propuesta por

Wilkinson (1979):

NE
NCE+NE

indice estomético = ( )x 100

Donde:

NE: Numero de estomas por campo de observacion
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NCE: NUmero de células epidérmicas

La densidad estomatica se calculé con la siguiente formula:

Numero de estomas por campo

Densidad de estomética = -
Area del campo

5.6 Analisis de datos

5.6.1 Andlisis e identificacion de los individuos

Se realizaron bases de datos en Microsoft Excel (2016) para todas las variables
evaluadas (Tabla 1). Se calculd la media a las trece variables como medida de tendencia
central y desviacion estandar como medida de dispersion, asi mismo se calculo el
coeficiente de variacion expresado en porcentaje para observar la relacion varianza-media.
Ademas de un analisis de componentes principales (ACP) a la matriz obtenida (Anexo 1).
Se realizd ademas una matriz de correlacion entre caracteres, igualmente un dendograma
con el indice de similitud de Pearson para las mismas (Clusterizacion Aglomerativa
Jerarquica); finalmente se realiz6 un mapa de calor, el cual muestra las distancias
Euclidianas de similitud agrupando especies y caracteres a la vez, se utilizd a Agave
karwinskii como grupo hermano (outgroup). Los analisis se realizaron con los Software

XLSTAT version 2017.15.442 y R 3.3.3.

La identificacion de las especies fue en campo con el catalogo “Mezcales y
Diversidad” de la CONABIO (2006) y las claves dicotomicas echas por Garcia-Mendoza

(2010) para la identificacion del complejo.
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Tabla 1. Variables fenotipicas evaluadas en las especies de Agave

Parametros analizados

Porte de la
planta (cm)

Altura de la planta (AP)

Diametro de la planta (DP)

Caracteristicas
de las espinas
(cm)

Namero de hojas (NH)

Largo de la hoja (LH)

Ancho de la hoja (AH)

Espesor de la hoja (EH)

Caracteristicas
de las hojas
(cm)

Numero de espinas laterales (NEL)

Espacios inter-espinas (EIE)

Longitud de las espinas laterales (LEL)

Longitud de la espina terminal (LET)

Diadmetro de la espina terminal (CET)

Caracteristicas
de relacién

Relacion entre el didmetro y la altura de la planta (RDPyAP)

Relacién entre largo y ancho de hoja (RLHyAH)
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6. Resultados

6.1 Identificacion de individuos de las diferentes especies

En los recorridos de campo se localizaron las tres especies. Agave seemanniana
(Figura 2A) se encontro en la comunidad a altitudes que fueron desde los 1700 a 2400
msnm, en esta localidad tiene una estrecha relacion con el bosque de Pino-Encino, con
altas cantidades de hojarasca y siempre cubierto por la vegetacion arborea antes
mencionada, se puede considerar que practicamente esta especie se encontraba bajo

sombra la mayor parte del dia.

Agave nussaviorum subsp. nussaviorum (Figura 2B) se localiz6 en altitudes que
van desde los 2200 a 2500 msnm, en suelos pedregosos con poca vegetacion acompafiante
y bajas cantidades de hojarasca, el 100% de las plantas evaluadas estaban en lugares con

incidencia solar todo el dia.

Agave potatorum (Figura 2C) fue la especie con mayor distribucién ya que se
encuentra en toda la comunidad, desde las areas de traspatio como en las zonas
descubiertas, bosque de encino, pino-encino y bosque de pino. Se localiz6 a altitudes que

van desde los 1690 a los 2350 msnm (Tabla 2).

De manera general la vegetacion acompaiante que predomina en las laderas de

esta comunidad son los cactus, en su mayor parte de los géneros Ferocactus, Mammillaria

y Stenocereus, asi como huizaches del género Acacia, pastos y cultivos.
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Figura 2. Especies del complejo gave potatorum en la Agenci de Mauey Largo. ) Agave seemaniana,
B) A. nussaviorum, C) A. potatorum y grupo hermano D) A. karwinskii

De acuerdo a las personas de esta comunidad las tres especies son conocidas como
“Maguey Tobala” (Tabla 2). Anteriormente existio un palenque en la comunidad donde
se producia mezcal con estas y otras especies, mencionan ademas que durante la década
de los 80°s del siglo pasado fue cerrado debido a que no cumplié con los permisos
establecidos por las leyes mexicanas, dejando con esto de lado la produccion de mezcal
de estas variedades (mezcal Tobala), lo mismo ocurrié en la produccién de mezcal

Tobasiche derivado de la especie A. karwinskii.

Tabla 2. Especies de Agave con nombres cientificos y comunes con los que fueron identificados y evaluados
a diferentes altitudes en Maguey Largo en el estado de Oaxaca, México (Porras-Ramirez et al.,

2016).
Nombre comln Nombre cientifico Altitud (msnm)
Maguey Tobala Agave potatorun Zucc. 1690-2350
Maguey Tobala Agave seemanniana Garcia- 1700-2400
Mend.
Maguey Tobala Agave nussaviorum Garcia- 2200-2500
Mend
Maguey Tabasiche, Maguey largo o Agave karwinskii Zucc. 1600-1900

Madrecuishe
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6.2 Variables fenotipicas

Las primeras cuatro variables (AP, DP, LH, AH) muestran un patrn constante en
sus medias (comparaciones dentro del complejo), donde los valores de A. seemanniana
son los mas grandes, seguido por A. nussaviorum y finalmente A. potatorum (Ver tabla en
anexo 1). Estas cuatro variables estan relacionadas con el tamafio o porte de los magueyes,

se observa también en la Figura 2 y 3 un porte alto, mediano y chico.
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Figura 3. Comparacion del porte de las especies del complejo Agave potatorum en la Agencia de Maguey
Largo y A. karwinskii como grupo hermano.

El valor medio alto en el numero de hojas y la longitud de la espina terminal
(Figura 4) es caracteristico de A. potatorum en relacion con las otras dos especies (Garcia-

Mendoza, 2010).
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Figura 4. Variables caracteristicas para diferenciar las tres especies del complejo Agave potatorum

El coeficiente de variacién (CV%) es la relacion que existe entre la desviacion
estandar y la media, para que sea expresado este valor en porcentaje Unicamente se
multiplica por 100, se interpreta que a mayor valor del CV existe una mayor variabilidad
o diversidad fenotipica en dicho caracter. A continuacion, se presentan variables con los
datos mas representativos del CV, la tabla con todos los valores se encuentra en el anexo

1.

Para el caso de A. seemanniana el valor mas alto del CV lo presentd el espesor de
la hoja (20), seguido por la longitud de las espinas laterales (18.18) y la longitud de la
espina terminal (13.92). Es interesante observar que en esta especie el valor mas bajo del
coeficiente de variacion lo presentd la relacion que existe entre la longitud y ancho de las
hojas (0.75%) lo cual indica que es una variable constante o de baja variacion que pudiera
ser utilizada para identificaciones en campo, el ancho de la hoja es cerca de cinco veces
su largo; otros dos caracteres presentaron valores bajos, didmetro de la planta (DP) y el

largo de la hoja (LH) con 5.31 y 7, respectivamente.
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Las variables de mayor valor para A. nussaviorum fueron la longitud de las espinas
laterales (LEL) con 44.67 y el espacio interespinas (EIE) con 32.38. Las caracteristicas
mas constantes para esta especie fue el nimero de hojas (NH) con 8.33 y la relacion que

existe entre el diametro y la altura de la planta (RDP/AP) con un valor de 10.88.

En A. potatorum se observé un valor de variacion superior al 50%, este se presento
en la longitud de las espinas laterales (LEL) con un valor de 56.59, seguido por el nimero
de espinas laterales (NEL) con un 44.56, el espacio inter-espinas (EIE) con 40.62 y el
ancho de la hoja (AH) con 37.44. Los valores mas bajos de variacion los presentaron la

longitud de las hojas (LH) con 11.94 y la altura de la planta con 13.85 (AP).

Los valores més altos en A. karwinskii fueron el espesor de la hoja con un valor de
53.66 y el espacio interespinas con 38.18; las variables de menor valor fueron el nimero

de hojas con un valor de 5.74 y el largo de hoja con 6.47.

6.3 Caracteres fenotipicos de mayor importancia

Los dos primeros componentes explicaron 80.12% de la varianza total, los
caracteres clasificaron y asociaron a las especies; el F1 ordena de izquierda a derecha (de
menor a mayor) a las especies que estan mas correlacionadas con los valores positivos
para este factor (ancho de la hoja “D” y la relacion que existe entre el diametro y la altura
de la planta); de igual manera el F2 las clasifica de menor a mayor (en este caso de abajo

hacia arriba) a las especies que estan mas correlacionadas con las variables con valores
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positivos para este factor, principalmente por el espesor de la hoja “D” y la longitud de la

espina terminal (ver los valores propios de la Tabla 4 y gréfico de la Figura 5).

Observaciones (ejes F1y F2: 80.12 %)

" Agave nussaviorum

Agave potatorum \
>

-1 + Agave seemanniana

F2 (33.99 %)

Agave karwinskii \
2 /
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4

F1 (46.13 %)

Figura 5. Gréfico del andlisis de componentes principales (ACP) de las trece variables fenotipicas evaluadas
en cuatro especies de Agave bajo condiciones silvestres en la regién de Maguey Largo. El anlisis de los
factores de extraccion del ACP se realiz6 por el método de Pearson (n).

La contribucion del primer componente (F1) explicé el 46.13% de la varianza total
(Tabla 4), el cual estuvo influenciado por el ancho de la hoja “D” (AH=0.399 de valor
propio), relacion que existe entre el diametro y altura de la planta (RDPAP=0.399 de valor
propio), longitud de las espinas laterales (LEL=0.374 de valor propio; Tabla 4) y el
diametro de la espina terminal (DET=0.342 de valor propio). El segundo componente (F2)
explicd un 33.99% de la varianza total, este fue influenciado principalmente por el espesor
de la hoja (EH=0.471 de valor propio) y la longitud de la espina terminal (LET=0.455 de
valor propio). El tercer (F3) y tltimo componente estuvo influenciado por la relacién que

existe entre la longitud de la hoja con su ancho (RLHAH=0.549 de valor propio).
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Tabla 3. Varianza total explicada de cada valor propio (componentes)

Componente Valores propios iniciales
Total Variabilidad (%) Acumulacion (%)
1 4613 46.13 46.13
2 3.399 33.99 80.12
3 1.988 19.88 100.00

Tabla 4. Valores propios de los tres componentes de las caracteristicas cuantitativas evaluadas en las cuatro
especies de Agave en la region de Maguey Largo Oaxaca, México.

Caracteres/Componentes F1 F2 F3
Altura de la Planta (AP) -0.240 -0.311 0.297
Diametro de la Planta (DP) 0.283 -0.278 0.263
Ancho de la Hoja “D” (AH) 0.399 -0.078 0.084
Longitud de la Hoja “D” (LH) 0.185 -0.320 0.364
Numero de Hojas (NH) -0.342 -0.247 0.105
Espesor de la Hoja “D” (EH) 0.023 0.471 0.082
Numero de Espinas Laterales (NE) -0.323 0.206 0.267
Espacio Interespinas (EIE) -0.136 -0.210 -0.519
Longitud de las Espinas Laterales (LEL) 0.374 0.172 -0.105
Longitud de la Espina Terminal (LET) 0.109 0.455 0.078
Didmetro de la Espina Terminal (DET) 0.342 -0.248 0.100
Relacién entre didmetro y altura de la planta (RDPAP) 0.399 0.026 -0.130
Relacion entre longitud y ancho de hoja (RLHAH) -0.010 0.223 0.549

El ACP mostrd los coeficientes de correlacion entre variables (Tabla 5), se observa
una alta variacion fenotipica con relativamente pocas interacciones estadisticas entre ellas;
solo se tiene un valor negativo que esta representado por la correlacion entre la longitud
de la espina lateral (LEL) y el namero de hojas (NH). La correlacion mas alta en los
valores positivos la obtuvieron la longitud de la espina terminal (LET) y el espesor de la
hoja (EH), seguido por la longitud de la hoja (LH) y el diametro de la planta (DP); en este
ultimo ejemplo A. potatorum tuvo el valor mas bajo en la longitud de las hojas (LH=36.60
cm) por consiguiente el valor mas bajo en su diametro (DP=78.20), a diferencia de A.
seemanniana con los valores mas altos en ambas variables (LH=78.50 cm y DP=197.50

cm).
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Tabla 5. Matriz de correlacion de trece caracteristicas evaluadas en cuatro especies de Agave bajo
condiciones silvestres en la region de Maguey Largo Oaxaca, México. En negritas se resaltan las
correlaciones estadisticamente significativas.

Variables AP DP AH LH NH EH NE EIE LEL LET DET RDPAP RLHAH

AP 1

DP 0175 1

AH -0.404 0830 1

LH 0.452 0954 0631 1

NH 0912 -0.207 -0.711 0.069 1

EH -0.617 -0.483 -0.088 -0.564 -0.540 1

NE 0.387 -0.621 -0.787 -0.400 0.510 0441 1

EIE 0.085 -0.326 -0.366 -0.341 0.367 -0.564 -0.286 1

LEL -0.856 0.353 0.814 0.073 -0.984 0.388 -0.641 -0.324 1

LET -0.721 -0.320 0.121 -0.450 -0.698 0.977 0.258 -0.614 0569 1

DET -0.075 0.953 0925 0.824 -0.403 -0.448 -0.821 -0.182 0552 -0.256 1
RDPAP -0.709 0.557 0917 0.283 -0.881 0.082 -0.839 -0.175 0.950 0.286 0.756 1

RLHAH 0.130 0.082 0.019 0.189 -0.074 0578 0.602 -0.935 -0.002 0.552 -0.124 -0.183 1

AP — Altura de la Planta, DP — Diametro de la Planta, AH - Ancho de la Hoja “D”, LH - Longitud de la
Hoja “D”, NH - Ndmero de Hojas, EH - Espesor de la Hoja “D”, NEL - NUmero de Espinas Laterales, EIE
- Espacio Interespinas, LEL - Longitud de las Espinas Laterales, LET - Longitud de la Espina Terminal y
DET - Didmetro de la Espina Terminal

6.4 Relaciones filogenéticas inter e intraespecificas

Las especies dentro del complejo con el valor méas alto de similitud lo registraron
A. potatorum y A. nussaviorum (0.974); por el contrario, A. seemanniana y A.
nussaviorum presentaron el valor mas bajo (0.897); la especie utilizada como grupo
hermano (A. karwinskii) se aleja del complejo con un valor de 0.688 compartido con A.
seemanniana. Las tres especies del complejo son las que cuentan con mayor valor de

similitud, se aprecia una representacion de la variabilidad de formas (Figura 6).
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—— Agave nussaviorum

———— Agave potatorum

Agave seemanniana

Agave karwinskii

Similitud

Figura 6. Dendograma de las tres especies del complejo Agave potatorum (A. nussaviorum, A. potatorum y
A. seemanniana) y una especie como grupo hermano (A. karwinskii), construido con la Clusterizacién
Aglomerativa Jerarquica (CAJ) de distancias genéticas basadas en el coeficiente de correlacion de Pearson
utilizando el método de aglomeracion de promedio no ponderado par-grupo que muestra las relaciones entre
ellas. Las distancias genéticas se basaron en las trece caracteristicas fenotipicas evaluadas.

El dendograma basado en el coeficiente de correlacion Pearson (Figura 7) generd
tres grupos. Se distingue el primer grupo conformado por las especies A. potatorum y A.
nussaviorum, ya que son semejantes desde el punto de vista fenotipico, por este motivo
no es posible una separacion, dado que estos dos taxones son los mas emparentados desde
el punto de vista taxonémico. Sin embargo, si fue posible separarlos con los marcadores
citométricos. El grupo dos y tres estan integrados por A. seemanniana y A. karwinskii,
respectivamente, estas especies no demuestran duda en su separacién. A. karwinskii es el
grupo hermano, a pesar de pertenecer al mismo género es notable su alejamiento; A
seemannniana pertenece al complejo en estudio, en consecuencia, es la especie que se

acerca mas al cluster formado por A. potatorum y A. seemanniana.
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Figura 7. Analisis cluster de la variacion intra e interespecifica de cuatro especies de Agave de la localidad
de Maguey Largo. Apo (A. potatorum), Anu (A. nussaviorum), Asee (A. seemanniana) y Akar (A.
karwinskii).

6.5 Relacion entre variables y especies

En la figura 8 se resume un mapa de calor que agrupa los caracteres y especies
basado en distancias euclidianas. En las columnas se forman tres grupos, la grafica de
colores va del rojo al verde pasando por el negro, la informacion va de menos a mas
respectivamente, las variables en color verde sugieren una mayor informacion sobre el
fenotipo, mientras que en la parte roja estdn las que tienen menor representacion e
influencia entre ellas. EI nimero de hojas (NH), largo de hoja (LH), nimero de espinas
(NE), altura y didmetro de la planta (AP y DP, respectivamente) son las variables que
proporcionan mas informacion sobre el fenotipo de los agaves. El unico clado que se
forma en la zona roja es informacion fenotipica que se dispersa con menor o nula
incidencia en estas cuatro especies. Este andlisis y la Clusterizacion Aglomerativa

Jerarquica (Figura 6) clasifican de manera similar a las especies.
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Agave potatorum

Agave seemanniana
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Figura 8. Analisis de agrupamiento jerarquico que muestra las relaciones y significancia entre las especies
de Agave y las caracteristicas fenotipicas evaluadas en la regién de Maguey Largo. Las caracteristicas
significan: AH (Ancho de la Hoja), LET (Longitud de la Espina Terminal), RLHAH (Relacion entre la
Longitud y Ancho de Hoja), LEL (Longitud de la Espina Lateral), DET (Diametro de la Espina Terminal),
EH (Espesor de la hoja “D”), EIE (Espacio Interespinas), RDPAP (Relacion entre el Diametro y Altura de
la Planta), NH (Numero de Hojas), LH (Longitud de la Hoja “D”), NE (NUmero de Espinas), AP (Altura de
la Planta) y DP (Didmetro de la Planta).

6.6 Indice, tamafio y densidad estomatica

Se encontrd la caracteristica forma tetracistica del complejo estomatico rodeando
las dos células oclusivas, se encontraron estomas en el haz y en el envés considerado este

caracter de plantas que se desarrollan en zonas secas (Roth, 1992).

En la tabla 6 se observa la media obtenida en cada una de las variables y para cada
una de las tres especies. El andlisis estadistico (ANOVA) indicé que no existe diferencia
significativa entre la parte adaxial y abaxial de las hojas; los mismo ocurrio con el analisis

interespecies.
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Tabla 6. Cuantificacién de estomas en las laminas foliares del complejo Agave potatorum

Variable Agave Agave Agave Agave

’ seemanniana potatorum nussaviorum karwinskii
Indice de estomas en el 7.16+0.67 7.47+0.52 10.24+0.56 8.24+0.98
haz

indice de estomas en el 11.17+1.18 9.43+0.82 10.55+0.70 8.62+1.4
enveés

Tamafio de los estomas 10.79+1.73 8.37£1.25 8.40+1.21 13.61+1.33
en el haz (um)

Tamafio de los estomas 8.90+2.08 7.80+1.81 7.45+1.30 15.88+1.52
en el envés (um)

Densidad de estomas en 7469.27+1.73 7550.55+1.25 9287.40+1.20 5488.59+1.42
el haz (Estomas/ mm?)

Densidad de estomas en 9488.46+2.08 8756+1.81 8247.85+1.30 6271.45+2.21

el envés (Estomas/ mm?

Promedio de las variables descritas + Desviacion Estandar

Se aprecia que el indice estoméatico en el haz es ligeramente mayor en A.

nussaviorum (10.24), mientras que A. potatorum y A. seemanniana conservan valores

menores muy similares (7.47 y 7.16, respectivamente). En el envés A. nussaviorum

conserva un valor relativamente igual al del haz (10.55).

6.7 Citometria de flujo y nivel de ploidia

En la tabla 7 se muestran los resultados del tamafio del genoma en la fase 2C-DNA

en pg/2C; asi como el contenido monoploide del genoma en millones de pares de bases y

el nivel de ploidia estimado; asi como, sus diferentes genotipos en estudio, se observo baja

variabilidad en el contenido de ADN, siendo del rango de 7.33 pg/2C en A. nussaviorum

a 7.90 pg/2C en A. seemanniana; con un nivel de ploidia diploide en las tres especies.
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En la figura 9, se muestran los resultados de la lectura del flujocitometro para las
tres especies que representan al complejo Agave potatorum “Tobala” y que fueron
encontradas bajo estado silvestre en diferentes altitudes, donde se puede observar una
fluorescencia relativa muy cercana entre si, pero con cierta diferencia lo cual distingue a
cada una de las especies dando como resultado la estimacion de una composicién diploide

del genoma.

Tabla 7. Contenido de ADN nuclear 2C, tamafio del genoma monoploide y estimacién de la ploidia en
especies de Agave bajo condiciones de cultivo silvestre y semi-silvestre en la region de Maguey Largo

Contenido 1Cx Tamafio  del
. . Genotipo o de ADN Tamarfio del genoma Estimacion de la
Complejo o especie . . S
especie nuclear genoma monoploide ploidia
pg/ 2C (P9)* 1C (Mbp)
. A. seemanniana 7.90 3.95 3863 2X
Complejo  Agave A otatorum
potatorum - P 7.40 3.70 3619 2x
“Tobald” Zucc.
A. nussaviorum 7.33 3.66 3587 2X
Agave karwinskii ~ -orma 9.08 454 4441 2x
Amatengo

* 1Cx = El valor representa el contenido de ADN de un genoma monoploide con el nimero cromosémico
X (Greilhuber et al. 2005)

>
H
£
L]

Agave potatorum

>
w

.

FL2H
00 1! 102 10°
T
Counts
0 10 20 30 40 50 60 70 80 %0
2
FL2H
00 ' 02 10l
it el
Counts
00100D N M K
A FAR )

B

Counts
Counts
0 10 20 30 40 50 %
Visaibioautiannl,

EEYEL LR

0

10 o 200 400

Marker Left. Right _Events % Gated n GV Median Peak Ch
T

G, 1023 2567 100.00 3050 276.00 79

M1 173, 190 501 19.52
M2 343, 358 328 1278 2.96

278 182.00 179

50.70 350.67 126 351.00 347

Figura 9. Fluorescencia relativa de las especies de Agave pertenecientes al complejo “Tobala” y especie de
comparacion, creciendo bajo condiciones silvestres (A) Agave nussaviorum subsp. nussaviorum (B) A.
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potatorum, (C) A. seemanniana y (D) A. karwinskii. El cuadro en negro indica la densidad de nucleos
analizados.

Agave karwinskii a pesar de ser determinada como una especie diploide tiene una
clara diferencia en el contenido de ADN nuclear, lo cual lo hace totalmente desigual a las

tres especies que pertenecen al complejo.
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7. Discusion

En muchas partes del mundo, los cientificos han estudiado la morfologia a la par
con estudios genéticos en especies de importancia econémica para el mejoramiento

agronomico, identificando caracteres de importancia.

Hajibarat et al. (2014), en un estudio sobre la caracterizacion de la diversidad
genética por microsatélites y caracterizacion fenotipica por siete variables cuantitativas de
una variedad local de garbanzo en Irdn, encontrd que la variabilidad morfoldgica era muy
alta en una variedad local, lo cual fue uatil para mejorar y desarrollar la diversidad
fenotipica de la especie. El presente trajo mostro que la variabilidad fenotipica del
complejo A. potatorum es baja, principalmente en entre A. nussaviorum y A. potatorum
quienes se agrupan en clados similares. Sin embargo, la variabilidad fenotipica
proporciona diferentes relaciones entre sus variantes (Figura 6), siendo los caracteres
fenotipicos los que clasificaron a las especies A. seemanniana y A. karwinskii en un mismo
clado a un nivel intra especifico y diferente a nivel interespecifico. Un estudio similar fue
realizado por Rana et al. (2015) donde observaron que la relacion de longitud y diametro
de los frutos de peras, resistencia de caliz en frutos maduros, superficie de frutos y textura

de la pulpa fueron importantes para detectar las variaciones morfoldgicas.

7.1 ldentificacion morfolégica y de campo del complejo A. potatorum

La identificacion se realizd en campo y laboratorio, para Agave potatorum los

rangos fenotipicos y altitudinales que manejan otros autores (Aguirre-Dugua y Eguiarte,
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2013; Garcia-Mendoza, 2010; Vasquez, 2006) se encuentran dentro de los obtenidos en
este estudio. Ademas, mencionan la convivencia de esta especio con el género Quercus y

selva baja caducifolia.

Las caracteristicas morfolégicas resultantes para Agave nussaviorum se
encuentran dentro de los rangos maximos reportados por Garcia-Mendoza (2010; 2011).
Esta es la especie de mayor distribucion altitudinal dentro del complejo, se localizé en un
rango que va desde los 2200 msnm a 2500 msnm, los valores reportados por Garcia-

Mendoza (2010; 2011) van de 1700 msnm a 2500 msnm.

Al igual que las dos especies antes descritas A. seemanniana se encuentra dentro
de los rangos reportados por Garcia-Mendoza (2010; 2011), a excepcién de la longitud de
las hojas donde este autor reporta un rango de 40-55 cm, es esta tesis se obtuvo un valor
medio de 78.50 cm. Algo similar ocurre en su distribucion ya que segun lo revisado en la
bibliografia y los datos obtenidos en esta tesis existe discrepancia altitudinal. Garcia-
Mendoza (2010; 2011) sefiala que esta especie se distribuye de 700 a 1700 msnm, en este

estudio dicha especie se localizé a una altitud que va entre los 1700 msnm a 2400 msnm.

Las diferencias claras reportadas entre el complejo son el alto valor en longitud de
la espina terminal y una mayor densidad de hojas en A. potatorum; A. seemanniana en
estado adulto es més alta en relacion con las otras dos; A. nussaviorum tiene un alto
parecido a A. potatorum, lo que la diferencia de esta es un menor nimero de hojas y una
espina terminal mas pequefia, es una caracteristica general que tenga las mamilas mas

pronunciadas que A. potatorum raramente se observan dientecillos intersticiales (Garcia-
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Mendoza 2010; 2011). La subespecie de este mismo complejo Agave nussaviorum subsp.
deltoidea no se localiz6 en el &rea muestreada porque es de restriccién altitudinal marcada,

caracteristica de la region Mixteca (Figura 1).

7.2 Variacion fenotipica

En la mayoria de los estudios realizados en el fenotipo de los agaves se ha
detectado que el caracter con mayor variacion es la longitud de las espinas laterales (Mora-
Lopez et al., 2011; Parker et al., 2014; Alfaro et al., 2007), esta caracteristica esta
estrechamente relacionada con el estado silvestre o de domesticacion, es comun encontrar
en zonas con historia de cultivo de agaves valores bajos de variacion en sus espinas
laterales (LEL). Para el presente estudio se obtuvo en dos de los tres taxones los valores
mas altos de coeficiente de variacion (CV%; Tala 2) en la LEL (Agave nussaviorum y A.
potatorum), para A. seemanniana fue la segunda variable con mayor variacion solo
después del espesor de la hoja, lo cual indica el estado silvestre de estas tres especies en
la poblacion objeto de estudio (Garcia-Mendoza, 2010), esto debido al poco manejo que
se les ha dado a las tres especies segun datos proporcionados por las personas de la

localidad.

Ledn et al. (2013) analizaron la caracterizacion fenotipica de especies de Agave en
el municipio de San Miguel Tilquiapam en el estado de Oaxaca, reportaron la presencia
de cinco especies: Agave karwinskii (forma: Miahuatlan y Amatengo), A. marmorata
(Maguey Becuela), A. convallis (Maguey Jabali), A. americana (Maguey Coyote) A.

potatorum (Maguey Tobala); la primera y la Gltima similares a las encontradas y evaluadas
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en este estudio en la region de Maguey Largo. Las principales diferencias de A. potatorum
reportada en este trabajo y la de Ledn et al. (2013) fue el nimero de espinas, la reportada
NE = 12 vs nuestra NE = 65.3, las hojas reportadas son chicas y anchas a comparacion de
las de este trabajo que son mas largas y menos anchas; son notables las diferencias en
estas caracteristicas fenotipicas, pudiendo tratarse esta diferencia a la altitud, adaptacion
ecoldgicay a la plasticidad fenotipica y genética intrinseca de este especie ya que el ancho
de la hoja “D”, el espacio interespinas y el nimero de espinas laterales siguieron un patron
similar al nuestro y el mencionado por Ledn et al. (2013), los datos descritos para A.

nussaviorum son escasos ya que es una especie de reciente descripcion.

Es este trabajo se obtuvo un alto valor en la longitud de la espina terminal en A.
potatorum y A. seemanniana caracteristica importante en la proteccion mecanica contra
depredadores rumiantes, caracter que puede estar influenciado por la presion del alto
grado de pastoreo de ganado vacuno y caprino que se ha dado desde la formacion de esta
y otras comunidades (alrededor de 100 y 120 afios) aledafias que pastoreaban en la misma
zona, segun las personas es el ganado caprino el que tiende a dafiar este tipo de plantas,

principalmente cundo se encuentran en estado de plantula o juvenil.

En lo que se refiere a Agave karwinskii el presente trabajo presento valores
superiores en cinco de las seis variables reportadas por Leon et al. (2013), a excepcion del
diametro de la espina terminal que fue ligeramente mayor (reportada= 0.5 cm vs nuestra=

0.45 cm), de manera general se puede decir que esta especie en San Miguel Tilquiapam
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sus hojas y espinas son mas pequefias a pesar de ser la misma variedad (Miahuatlan), seria
importante conocer los datos sobre el porte (altura y didmetro) para determinar de manera
mas precisa si se trata de una planta méas pequefia o grande y con esto comprobar como
varia la plasticidad fenotipica en una misma region (Valles Centrales de Oaxaca) ya que
las altitudes sobre el nivel del mar no varian de manera significativa [rango altitudinal en
esta tesis= 1600-1900 msnm vs Ledn et al (2013) =1600-2035 msnm]. Flores-Maya et al.
(2010) en un analisis de correlacion carioldgica y morfoldgica analiza siete variables
fenotipicas de 30 plantas adultas de A. karwinskii; las siete son inferiores a las aqui
presentadas (ej. Altura= 74.3 cm vs 207.5 cm; Didmetro= 66.6 cm vs 106.7 cm). Los
rangos altitudinales presentados por este autor van de 1454 a 1555 msnm. De acuerdo a
los pardmetros de los dos autores antes mencionados podemos decir que en la Agencia de
Maguey Largo existe un ecotipo de A. karwinskii potencial para la produccién de mezcal
Tobasiche, ya que son plantas grandes y vigorosas de las cuales se pudiera tener mayor
eficiencia de materia prima para la produccion de esta variante de mezcal, esto aunado a
un proyecto de recuperacion de la poblacion total, dando cierto énfasis en las plantas con
atributos deseables de produccién como lo es la altura y didmetro del tallo, caracteristicas

importantes para los productores al momento de seleccionar la cosecha.

Mufioz et al. (2014) llevaron a cabo un estudio en el estado de Guerrero para la
produccién de rodales semilleros de Agave cupreata Trel et Berg., seleccionaron las
mejores plantas madre, las caracteristicas fenotipicas seleccionadas fueron que la planta
tuviera buena altura (>1.20 m) y didmetro de copa (>1.85 m), plantas sanas (vigorosas,
sin dafios en hojas y de buen color) y en estado adulto (edades entre 8, 9 y 10 afios). Los

resultados de las estimaciones preliminares de estos autores siguieren que de 296 plantas
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madre que cumplen los requisitos fenotipicos establecidos se obtendran unas 17 760 000
semillas saludables para la produccion de plantulas. Este tipo de trabajos se pudieran
aplicar en la zona prospecta ya que las cuatro especies cumplen con los requisitos (valores
similares o superiores a las medias sefialadas por otros autores) para establecer
plantaciones, conservando en estos ecosistemas el complejo Agave potatorum que se agota
rdpidamente por la extraccion desmedida de sus poblaciones, beneficiando de manera

directa y a largo plazo a la comunidad.

7.2.1 Caracteres fenotipicos de mayor importancia

Morales et al. (2008) realizaron un andlisis de componentes principales (ACP) en
dos poblaciones de Agave tequilana var. Azul, reportan el primer y segundo componente
para ambas poblaciones, concluyendo que hubo diferencias intra e interpoblacionales en
el area foliar, longitud de las hojas, altura de la planta y nimero de hojas fueron los
caracteres con valores mas altos de descripcidn para ambas poblaciones. Estos valores
estan relacionados con la domesticacion de esta especie ya que los factores muestran
informacidn sobre el porte como la altura, las cual es determinante para el establecimiento
de cultivos de alta produccion. Mientras que en el presente estudio las variables que
proporcionaron los valores mas altos descriptivos fueron el ancho de la hoja, longitud de
las espinas laterales, didametro de la espina terminal y la relacién que existe entre el
diametro vy la altura de la planta (Tabla 4 y 5), caracteres mas relacionados con el estado

silvestre como lo son las espinas laterales y la terminal.
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Para tener una visién general de las diferencias entre especies de plantas a través
de tratamientos, Kazachkova et al. (2013), aplicaron un analisis de componentes
principales (ACP) que mostré los dos primeros componentes representando el 78.5% de
la varianza total, estos permitieron la clasificacion de las muestras por especies. EI ACP
aqui descrito mostré que las variables fenotipicas fueron el factor predominante que
explica las diferencias entre especies con un 80.12% de la varianza total explicada (Figura

5).

7.2.2 Caracteristicas fenotipicas de clasificacion de las especies

Los efectos generales de las caracteristicas fenotipicas en las especies de agave se
clasificaron por la Clusterizacion Aglomerativa Jerarquica (Figura 6), las especies se
agruparon segun el rasgo fenotipico principal. Sin embargo, el Anélisis de Componentes
Principales demostrd que las especies se podian separar en base a las caracteristicas
fenotipicas evaluadas (Figura 5), ya que todas las especies se encontraron bajo la misma
condicion silvestre, se evaluaron al mismo tiempo y a una edad similar. En Arabidopsis
taliana, Kazachkova et al. (2013) estudio diferentes tratamientos y plataformas de
crecimiento, determinando que las muestras eran claramente agrupadas en primer lugar
segun la especie, asi mismo observaron subclados claramente separados por la plataforma
de crecimiento. Resultados similares fueron reportados en Eutrema salsugineum por

Guevara et al. (2012).
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7.3 Caracterizacién de la lamina foliar

Schoch et al. (1980) mencionan que el indice estomético esta en funcion de la
radiacion solar recibida durante los dias precedentes a la diferenciacion de los estomas en
las hojas, en esta tesis no se encontraron diferencias significativas entre especies ni entre
posicion de las laminas foliares, al igual que las que se encontraron en sombra vs con
radiacion solar constante. Sin embargo, A. nussaviorum obtuvo el valor medio mas alto
en el indice estomatico (10.4), esta especie en condiciones de campo fue la que recibia
mayor cantidad de radiacién solar; la mayoria de los individuos de A. seemanniana
muestreados se encontraron dentro del bosque de encino con abundante sombra a lo largo
del dia, por ende, recibian poca radiacion solar obteniendo un valor de 9.16 para el indice
estomatico. Por otra parte, Nobel (1988) menciona que la densidad estomatica es mayor
en la superficie adaxial en comparacién con la abaxial, esto se cumplié Gnicamente para

A. nussaviorum.

7.4 Variacion del tamafio del genoma y nivel de ploidia

Los resultados muestran una gran cercania genética basada en el contenido de
ADN nuclear y el nivel de ploidia estimada dentro del complejo y una pequefia pero
significativa diferencia entre A. karwinskii y el complejo mencionado, lo mismo ocurre en
el analisis de la fenotipificacion. Esto demuestra la importancia de correlacionar datos

morfoldgicos, citométricos y marcadores moleculares.
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Se confirma el contenido de ADN nuclear en fase 2C cercano a los 8 pg para las
especies diploides de este género (Zonneveld, 2003; Moreno-Salazar et al., 2007;

Palomino et al., 2003).

La estimacion del nivel de ploidia ha sido posible debido a que las especies
evaluadas han mostrado diferentes contenidos de ADN nuclear lo que posibilita la
asignacion de ploidia por contenido de ADN (Tabla 7), pero a futuro se debe confirmar
mediante el conteo del nimero de cromosomas; Agave potatorum es la especie que
muestra divergencia con lo reportado en Zonneveld (2003), donde esta especie es
considerada como hexaploide (2n=6x=180) con un contenido de ADN de 24 pg en fase
2C. Algunas teorias sugieren que las adaptaciones a climas secos provocan el aumento del
contenido de ADN y por ende el nivel de ploidia (Palomino et al., 2003; Zonneveld et al.,
2001). Zonneveld et al. (2003) encontraron en Agave victoria-reginae organismos
diploides y hexaploides; en A. parryi diploides, tetraploides y hexaploides. Otro estudio
referente al nivel de ploidia fue realizado por Palomino et al. (2003) en Agave tequilana,
encontraron que los valores 2C-ADN tienen una relacion entre el nivel de ploidia y el
contenido de ADN de ocho variedades de esta especie; seis fueron dipliodes, una triploide
y la variedad chato fue tetraploide y pentapolide. Con este trabajo Palomino et al. (2003)
conformaron la utilidad de la citometria de flujo para diferenciar variedades de una misma

especie con el numero cromosomico.

Las diferencias fenotipicas reflejadas en las relaciones filogenéticas de los

dendogramas (Figura 6 y 7) son provocadas por las variaciones del contenido de ADN
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nuclear el cual expresa diferencias fenotipicas en dos formas: porte (tamafio, forma y
volumen) y la expresion de su contenido genético (Bennett y Leitch, 1995;

Arumuganathan et al., 1999; Bonos et al., 2002).

De acuerdo a lo antes discutido se recomienda realizar muestreos poblacionales
del complejo A. potatorum aqui estudiado aplicando la citometria de flujo ya que con el
conocimiento del nivel de ploidia y caritipo se pudieran diferenciar especies, sub-especies
y variedades (citotipos numéricos) involucradas en su gradiente de distribucion (Palomino
et al., 2003; Zonneveld, 2003), ya que se tienen antecedentes que este complejo presenta

plasticidad fenotipica (Garcia-Mendoza, 2010; Gentry, 1982) atn no explicada al 100%.
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8. Conclusiones

De acuerdo a las variables evaluadas la longitud de la espina terminal, ancho y
espesor de la hoja clasificaron a las especies. Otros atributos relacionados con la
clasificacion y coeficientes de variacion mas altos fueron el espacio interespinas, longitud
y didmetro de la espina terminal, caracteristicas relacionadas con el estado silvestre de

estas especies.

Se establecidé una técnica de extraccion de nucleos para la cuantificacion del
contenido de ADN vy la estimacion de los niveles de ploidia mediante la flujocitometria,

técnica rapida y precisa para la estimacion de estos parametros.

El conocimiento producido en este trabajo es basico y puede ser Util para aclarar
la taxonomia del complejo A. potatorum, ademas puede ser aplicado en el manejo, uso y
conservacion de estas especies creando proyectos de sustentabilidad, reproduccion,
reforestacion y conservacion de hébitat. Asi mismo, en el mejoramiento tradicional y
genético seleccionando caracteristicas productivas deseables de esta materia prima. De
igual forma este estudio puede funcionar como complemento de marcadores moleculares

en este complejo en el estado con la produccion mas alta de mezcal en el pais.

Por ultimo, esta investigacion constituye un paso de avance importante dentro del
programa de mejoramiento genético del agave que se lleva a cabo dentro del Instituto

Politécnico Nacional y en especial en el CIIDIR Unidad Oaxaca, y una contribucion
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significativa para el uso y conocimiento de la especie dentro de la comunidad de

productores y cientifica.
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10. Anexos

Anexo 1. Estadisticos de variables fenotipicas del complejo A. potatorum

Variable Especie Media  DEVEST CV% Variable Especie Media  DEVEST CV%
Alturade Aseem 109.00 13 11.92 Diametro de Aseem 0.95 0.1 10.52
laplanta  Apota 55.20 10.68 13.85 laespina Apota 0.50 0.141 32.56
(cm) Anuss 77.11 6.87 12.44  terminal (cm)  Anuss 0.43 0.141 28.2
Akarwins 207.5 38 18.31 Akarwins 0.45 0.11 25.99
Didametro Aseem 197.50 10.5 5.31 Relacién Aseem 1.85 0.14 7.82
dela Apota 78.20 12.9 14.38  didmetro/Alto  Apota 1.18 0.10 09.19
planta Anuss 90.30 18.72 23.91 delaplanta Anuss 1.39 0.18 12.93
(cm) Akarwins  106.7 22.2 20.8 Akarwins 0.51 0.84 14.20
Largode Aseem 78.50 5.50 7 Relacion largo  Aseem 4.95 0.87 17.57
la hoja Apota 36.60 5.43 11.94 de Apota 5.30 1.62 30.69
(cm) Anuss 45.44 7.50 20.49  hoja/Ancho Anuss 4.27 0.78 18.30
Akarwins  58.72 3.8 6.47 de hoja Akarwins 4.90 0.78 19.50
Anchode Aseem 16.00 1 6.25
la hoja Apota 8.72 3.37 37.44
(cm) Anuss 9.00 1.43 16.39
Akarwins  5.20 1.28 24.61
Numero Aseem 34.00 4 11.76
de hojas  Apota 46.00 10 21.73
Anuss 36.00 3 8.33
Akarwins 148 8.5 5.74
Espesor Aseem 1.00 0.2 20
dela Apota 1.28 0.496 25.80
hoja (cm) Anuss 1.92 0.277 21.64
Akarwins 0.91 0.49 53.66
Numero Aseem 35.50 2.5 7.04
de Apota 43.80 29.1 44.56
espinas Anuss 65.30 11.71 23.73
laterales  Akarwins 63.5 15.2 23.93
Espacio Aseem 1.65 0.15 9.09
inter- Apota 1.76 0.65 40.62
espinas Anuss 1.60 0.57 32.38
(cm) Akarwins 1.71 0.67 38.18
Longitud  Aseem 0.70 0.2 18.18
de las Apota 0.62 0.352 56.59
espinas Anuss 0.62 0.277 44.67
laterales  Akarwins 0.31 0.083 26.51
(em)
Longitud  Aseem 3.95 0.55 13.92
dela Apota 5.30 1.02 19.24
espina Anuss 4.22 1.01 23.93
terminal  Akarwins  3.38 0.68 20.11
(cm)

Agave seemanniana (Asee); A. potatorum (Apota); A. nussaviorum (Anuss); Agave karwinskii (Akarwins);
Desviacién Estandar (DEVEST) y Coeficiente de Variacién (CV)
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