
~ 
~ 

CICY 
Centro de Investigación Científica 

de Yucatán, A.C. 

Posgrado en Ciencias Biológicas 

( P OSGRADO EN 

( ) CIENCIAS ~) BIOLÓGICAS 

DESARROLLO DE MARCADORES SCAR A PARTIR 
DE AFLP EN Agave tequilana 

Tesis que presenta 

NELLY BEATRIZ SANSORES SANTOS 

En opción al título de 
MAESTRO EN CIENCIAS 

(Opción Biotecnología) 

Mérida Yucatán, México; Febrero 2012 





CENTRO DE INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA DE YUCATÁN A.C. 

~ 
::S 

CICY 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

RECONOCIMIENTO 
C "PosGRADO EN 

) CIENCIAS 
BIOLÓGICAS 

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis titulado "Desarrollo de 

marcadores SCAR a partir de AFLP en Agave tequilana" fue realizado en los laboratorios 

de la Unidad de Biotecnología del Centro de Investigación Científica de Yucatán A.C. bajo 

la dirección del Dr. Lorenzo Felipe Sánchez Teyer, dentro de la Opción de Biotecnología, 

perteneciente al Programa de Posgrado de Ciencias Biológicas de este Centro. 

Atentamente , 

Centro de Investigación Científica de Yucatán A.C . 





Mérida, Yucatán , México; a 21 de Octubre de 2011 

DECLARACIÓN DE PROPIEDAD 

Declaro que la información contenida en la sección de Materiales y Métodos 

Experimentales, los Resultados y Discusión de este documento proviene de las 

actividades de experimentación realizadas durante el período que se me asignó, para 

desarrollar mi trabajo de tesis , en las Unidades y Laboratorios del Centro de Investigación 

Científica de Yucatán A.C., y que ha razón de lo anterior y en contraprestación de los 

servicios educativos o de apoyo que me fueron brindados, dicha información, en términos 

de la ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad industrial , le pertenece 

patrimonialmente a dicho Centro de Investigación. Por otra parte, en virtud de lo ya 

manifestado, reconozco que de igual manera los productos intelectuales o desarrollos 

tecnológicos que deriven o pudieran derivar de lo correspondiente a dicha información, le 

pertenecen patrimonialmente al Centro de Investigación Científica A.C., y en el mismo 

tenor, reconozco que si derivaren de este trabajo productos intelectuales o desarrollos 

tecnológicos, en lo especial , estos se regirán en todo caso por lo dispuesto por la Ley 

Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, en el tenor de lo 

expuesto en la presente Declaración . 

Nelly Beatríz Sansores Santos 



(' ·.1 

'¡'t/ 

'· 

' 
' ) ~ :<e . ,t 

1:1·. 

,, 

. ..; 

,. 
\' '· 1 

' .•. .. :':"1 _, ·:..lJ~j 

~ " : ~ 

~ ::· ~ 
,. r.' 

:·1'. .• r ;¡¡ 

" ,)q 

:i ' ~ -

. :- ~ .,. .. : Á',• 

;.._ 

J 

.'Y· 

.· 
__ ,., 

~~ 

., . 

·:.· .. 
' 

. -\.-

·;. . 

. 
i 
1 

\ 
! 
i 
1 

1 
' 1 
1 

' 1 

1 
1 

l 
¡ 
1 

i 
l 
1 

\ 
1 

l 



Este trabajo de tesis se realizó en los laboratorios del Departamento de Biotecnología Del 
Centro de Investigación Científica de Yucatán A.C. , haciendo uso de sus instalaciones y 
equipos, bajo la asesoría del Dr. Felipe Sánchez Teyer. 





AGRADECIMIENTOS 

Al Dr. Felipe Sánchez Teyer por haberme guiado en el desarrollo de la presente tesis por 
su asesoría y apoyo. 

A la M.C. Adriana Quiroz y a la Q.F.B. Matilde Ortiz por su apoyo técnico en laboratorio. 

A mis compañeros del laboratorio de Genómica Funcional y Marcadores Moleculares: 
María y Yahaira Tamayo, Antonio Rescalvo y Javier Huijara por su amistad. 

A mis amigos Ana Laura, Fabiola, Fernando y Leonel que siempre estuvieron al pendiente 
de mi gracias por su amistad . 

Y en general a todos los compañeros y maestros de esta institución que de alguna forma 
contribuyeron a mi desarrollo profesional. 





Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT) la ayuda económica 
proporcionada durante el desarrollo del presente trabajo y al Centro de Investigación 
Científica de Yucatán A.C. (CICY) . 





DEDICATORIA 

A Dios por todas las cosas buenas que me ha proporcionado en cada etapa en mi vida . 

A mis padres María Santos y Lázaro Sansores por su infinito amor, cariño y consejos . 

A mi esposo Cesar por su amor y comprensión, y por haberme alentado y apoyado. 





ÍNDICE GENERAL 

RESUMEN 

ABSTRACT 

CAPÍTULO l. "AGAVE COMO MODELO DE ESTUDIO MOLECULAR PARA 

OBTENCIÓN DE MARCADORES TIPO SCAR" 

l. Antecedentes 

1.1 Marcadores moleculares 

1 

2 

3 

3 

1.2 Técnicas de marcadores moleculares 4 

1.2.1 Polimoñismo en la longitud de los fragmentos de 4 

restricción (RFLP) 

1.2.2 ADN polimóñico amplificado al azar (RAPO) 4 

1.2.3 Polimoñismo en la longitud de los fragmentos 5 

amplificados (AFLP) 

1.2.4 Amplificación de regiones de secuencia 5 

caracterizada (SCAR) 

1.3 Desarrollo de marcadores moleculares para identificación 9 

vegetal 

1.4 Agave 11 

1.5 Agave tequilana Weber variedad Azul 13 

1.6 Denominación de origen del tequila y la variedad Azul de 14 

la especie A. tequilana 

11. Justificación 

111. Objetivos 

IV. Estrategia experimental 

V. Referencias 

15 

16 

17 

18 

Índice 



Índice 

CAPÍTULO 11. "AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE UN MARCADOR TIPO 

SCAR" 

l. Introducción 25 

11. Materiales y métodos 26 

2.1 Aislamiento y caracterización de los fragmentos AFLP 27 

2.1.1 Corte y elusión de la banda del gel de poliacrilamida 27 

2.1.2 Reamplificación y clonación de fragmentos de AFLP 28 

2.1.3 Caracterización de fragmentos reamplificados 29 

111 . Resultados 30 

3.1 Identificación de bandas específicas a especies y 30 

variedades de Agave 

3.2 Aislamiento de fragmentos de AFLP 35 

3.3 Caracterización de marcadores AFLP 39 

3.4 Diseño y validación de marcadores tipo SCAR 42 

3.4.1 Iniciadores específicos diseñados 42 

3.4.2 Validación de iniciadores específicos como 45 

marcadores SCAR 

IV. Discusión 49 

V. Conclusiones 55 

VI. Referencias 56 

CAPITULO 111. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES GENERALES 

l. Discusión general 63 

11. Conclusiones generales 64 

111. Perspectivas 65 

IV. Referencias 66 

ANEXOS 69 

¡¡ 



Índice 

ÍNDICE DE FIGURAS 

1. Peñiles de AFLP que identifican polimoñismo a nivel varietal en la 32 

especie A. tequilana Weber. 

2. Reamplificación de fragmentos de AFLP de A. tequilana Weber 35 

recuperados del gel de poliacrilamida. 

3. Liberación de insertos de plásmidos recombinantes por PCR y por 38 

digestión con EcoRI. 

4. Alineamiento de verificación como Fragmento de AFLP del 41 

marcador G299-Sg240 específico a la variedad Sigüin. 

5. Validación del par de iniciadores específicos SCR_03 diseñados 45 

para el fragmento G5108-Ch224-7. 

6. Validación de iniciadores específicos SCR_01 y SCR_04, 46 

diseñados para los fragmentos: G5140-Mñ251-7/8 y G5106-Mñ178-

8 respectivamente. 

7. Validación de iniciadores específicos SCR_05 y SCR_06 48 

diseñados de la secuencia común entre 7 clonas de fragmentos 

de AFLP recuperados del marcador G299-Sg240 aislado de la 

variedad Sigüin. 

¡¡¡ 



Índice 

iv 



Índice 

INDICE DE CUADROS 

1. Aplicaciones de los marcadores SCAR. 8 

2. Marcadores AFLP específicos a nivel varietal y a nivel especie en 34 

Agave identificados en diferentes perfiles de poliacrilamida. 

3. 

4. 

5. 

Fragmentos de AFLP clonados exitosamente por E. coli en 

pGEM-T para su aislamiento. 

Secuencias de AFLP caracterizadas específicas a las variedades 

Sigüin, Azul, Chato y Moraleño en la especie Agave tequilana 

Weber y secuencias utilizadas como templado para el diseño de 

iniciadores. 

Iniciadores diseñados específicos a las secuencias de AFLP 

caracterizadas en la especie Agave tequilana Weber, los cuales 

fueron seleccionados para su síntesis. 

37 

42 

44 

V 



Índice 

vi 



Índice 

INDICE DE ANEXOS 

1. ANEXO A. Análisis de los Peñiles de AFLP en diferentes 69 

especies de Agave y en diferentes variedades de Agave 

tequilana. 

2. ANEXO B. Fragmentos de AFLP caracterizados en Agave 

tequilana variedad Moraleño. 

74 

3. ANEXO C. Fragmentos de AFLP caracterizados en Agave 76 

tequilana variedad Chato. 

vii 



Índice 

viii 



Resumen 

RESUMEN 

La caracterización de una secuencia específica a algún determinado genotipo la cual es 

identificada en un perfil de AFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos 

amplificados, por sus siglas en inglés) ó que se presenta únicamente en alguna especie ó 

variedad vegetal , se considera como un marcador potencial que puede ser utilizado en 

identificación vegetal. A este respecto, el caracterizar y convertir una secuencia AFLP en 

un marcador de secuencia específica SCAR (Amplificación de Regiones de Secuencia 

Caracterizada, por sus siglas en inglés) permite desarrollar una estrategia para la 

evaluación de cada loci polimórfico AFLP de manera individual en el genoma de cada 

variedad. 

En el presente trabajo se analizó el potencial de formación de SCAR a partir de 6 bandas 

de AFLP específicas provenientes de 4 variedades (Azul , Sigüin, Moraleño y Chato) de la 

especie Agave tequilana Weber. Nuestros resultados permiten proponer 2 fragmentos 

encontrados: el G5140-Mñ251 y el G299-Sg240, como marcadores SCARs para el 

desarrollo de marcadores moleculares en identificación vegetal para tales variedades de 

Agave. 

A partir de nuestros resultados , es posible discutir que el empleo de la técnica de AFLP 

como método de análisis genómico diferencial en su mayoría se limita únicamente a la 

detección de mutaciones en los sitios de restricción reconocibles por las endonucleasas 

(EcoRI y Msel , en el presente trabajo) en el genoma entre las especies y variedades 

ensayadas. No se encontraron secuencias internas propias a alguna variedad en los 

fragmentos AFLP polimórficos evaluados. De aquí el bajo porcentaje obtenido de SCARs 

generados a partir de bandas AFLP con polimorfismo a nivel de variedad. Fueron 

utilizados geles de poliacrilamida preparados desde el 2005 para la recuperación de sus 

fragmentos AFLP. 

1 



Resumen 

ABSTRACT 

The characterization of a specific sequence at a given genotype which is identified in a 

profile of AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) or that occurs only in sorne 

species or plant variety is regarded as a potential marker that can be used in plant 

identification . In this regard , and convert a sequence characterized AFLP marker in a 

specific sequence SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) can develop a 

strategy for the evaluation of each polymorphic AFLP loci individually in the genome of 

each variety. 

In this study we examined the potential formation of SCAR from 6 specific AFLP bands 

from 4 varieties (Azul , Sigüin, Mora leño and Chato) of the species tequilana Weber Agave. 

Our results suggest 2 fragments: the G5140 and G299-Mñ251-Sg240, SCARs markers for 

the development of molecular markers in plant identification for that varieties of Agave. 

From our results , it is possible to argue that the use of AFLP technique as a method of 

differential genomic analysis are mostly limited to the detection of mutations at sites 

recognized by restriction endonucleases (EcoRI and Msel , used in this work) in the 

genome between species and varieties tested . There were no interna! sequences specific 

to a variety of polymorphic AFLP fragments tested . Hence the low percentage obtained 

from SCARs generated from AFLP bands with polymorphism at the leve! of variety. 

Polyacrylamide gels were u sed prepared since 2005 for the recovery of AFLP fragments . 
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CAPÍTULO l. "AGAVE COMO MODELO DE ESTUDIO MOLECULAR PARA 

OBTENCIÓN DE MARCADORES TIPO SCAR" 

l. ANTECEDENTES 

1.1 MARCADORES MOLECULARES 

Capítulo 1 

Los marcadores moleculares se basan en el polimorfismo que naturalmente se presenta 

en las secuencias de ADN de los diferentes organismos, tales como inserción de pares de 

bases, substitución de pares de bases y deleciones de pares de bases. Un marcador 

molecular es definido como un segmento particular de ADN. Representativo de 

diferencias a nivel del genoma y que puede ó no, estar relacionado con la expresión 

fenotípica de algún rasgo específico (Agarwal et al., 2008). Los marcadores moleculares 

ofrecen numerosas ventajas sobre otros marcadores como los bioquímicos y/o 

morfológicos, en especial por que al estar basados en la molécula de ADN son más 

estables y detectables independientemente del estado de desarrollo y del crecimiento del 

organismo. Además, no son afectados por el ambiente ni por los efectos pleiotrópicos en 

los cuales un mismo gen no alelo está relacionado con varias características fenotípicas ; 

tampoco son afectados por efectos epistáticos los cuales son característicos en genes 

cuya expresión impide la manifestación de otro gen no alelo (Agarwal et al., 2008). 

Un marcador molecular se denomina monomórfico, cuando este es invariable en todos los 

organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias en su tamaño (medido como 

longitud en pares de bases), en su actividad enzimática (isoenzimas) , en su estructura ó 

en sus sitios de restricción , se dice que es polimórfico (Hernández et al. , 2002). 

Existen diferentes tipos de marcadores moleculares, algunos utilizan técnicas de 

hibridación como son los marcadores RFLP (polimorfismo en la longitud de /os fragmentos 

de restricción) , otros utilizan la tecnología de la PCR (Reacción en Cadena de la 

Polimerasa) desarrollada por Mullis y Faloona (1987) . Ésta última herramienta molecular 

ha permitido desarrollar técnicas de marcadores moleculares de una manera más práctica 
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Capítulo 1 

y altamente específica como son los marcadores RAPO (ADN polímórfico amplificado al 

azar) y los marcadores AFLP (polimorfismo en la longitud de Jos fragmentos amplificados) 

entre otros (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 

1.2 TÉCNICAS DE MARCADORES MOLECULARES 

1.2.1. POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCIÓN 

(RFLP) 

En esta técn ica, el polimorfismo en el ADN es detectado mediante Southern blot, por la 

hibridación de una sonda marcada con el ADN digerido por endonucleasas de restricción , 

resultando en un perfil diferencial de fragmentos de ADN (Botstein et al. , 1980) . 

Los marcadores RFLP son de un alto grado de polimorfismo, una herencia codominante y 

una alta reproducibilidad ; sin embargo, la técnica es laboriosa, además de que requiere 

una gran cantidad de ADN genómico de alta calidad y requiere de información previa de la 

secuencia para la generación de la sonda (Agarwal et al. , 2008) . 

1.2.2. ADN POLIMÓRFICO AMPLIFICADO AL AZAR (RAPO) 

En esta técnica el polimorfismo del ADN es producido por los cambios en secuencia entre 

los sitios de alineamiento de los oligonucleótidos en el genoma de dos organismos. Esta 

técnica utiliza iniciadores cortos de secuencia al azar, por lo que no requiere del 

conocimiento previo de la secuencia del genoma (Williams et al. , 1991). El perfil es 

dependiente de las condiciones de reacción y puede fácilmente variar entre laboratorios. 

Generalmente, esta técnica sólo permite el desarrollo de marcadores dominantes, ya que 

el perfil resultante no distingue entre individuos heterócigos y homócigos (Bardakci et al., 

2001) . 
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Capítulo 1 

1.2.3. POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS 

(AFLP) 

La técnica de AFLP está basada en la amplificación selectiva por PCR de fragmentos de 

restricción de una subpoblación del ADN genómico digerido. La técnica involucra tres 

pasos: la restricción del ADN genómico con una posterior ligación de adaptadores 

oligonucleotídicos a los fragmentos obtenidos, la amplificación selectiva de un conjunto de 

fragmentos de restricción y el análisis por electroforesis en gel de poliacrilamida de los 

fragmentos amplificados (Vos et al. , 1995). 

La técnica de AFLP genera perfiles de cualquier ADN, sin necesidad del conocimiento 

previo de la secuencia de su genoma y puede ser utilizada para diferenciar entre 

individuos estrechamente relacionados a nivel sub-especie ó variedad (Aithoff et al., 

2007). 

1.2.4. AMPLIFICACION DE REGIONES DE SECUENCIA CARACTERIZADA (SCAR) 

Los marcadores SCAR (Amplificación de Regiones de Secuencia Caracterizada, por sus 

siglas en inglés) son marcadores basados en PCR y se fundamentan en la amplificación 

de fragmentos de ADN genómico de un loci definido genéticamente mediante el diseño de 

iniciadores de secuencia específica (Parán y Michelmore, 1993). Estos autores 

identificaron un locus específico a partir de la utilización de técnicas de marcadores 

moleculares como: RAPO, AFLP, RFLP, entre otras; las cuales generan un perfil 

diferencial genómico (Agarwal et al., 2008) . 

La generación de los marcadores tipo SCAR involucra la clonación y secuenciación de 

fragmentos de ADN aislados a partir de técnicas que desdoblan un perfil diferencial 

genómico, para los cuales son diseñados iniciadores específicos (Agarwal et al., 2008) . 

Tales iniciadores diseñados para una secuencia polimórfica permitirán la identificación de 

nuevos locus en el genoma de la especie de donde originalmente fueron aislados; de ésta 
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Capítulo 1 

manera es posible encontrar otros aleles que varían en tamaño debido a inserciones y 

deleciones (Noguera et al., 2005; Yuste-Lisbona et al., 2011) . Esta característica también 

permite obtener marcadores codominantes a partir de marcadores AFLP que en su 

mayoría son marcadores dominantes (Wong et al., 2001 ; Negi et al., 2000; Noguera et al., 

2005) . Sin embargo, no siempre es así; Parán y Michelmore en 1993 reportaron que 

algunos marcadores SCAR se pueden mantener como marcadores dominantes y solo 

algunos resultaron en marcadores codominantes durante su proceso de validación. Se 

considera que los marcadores SCAR codominantes son informativos en la generación de 

mapas de ligamiento genético para la identificación de híbridos en la progenie que resulta 

de un cruce interespecífico. 

Las aplicaciones de los marcadores SCAR varían de acuerdo al interés del estudio y sus 

usos incluyen desde un análisis de genética de poblaciones (Hernández et al. , 1999; 

Hussein et al., 2003) ; hasta la identificación de genes específicos (Zhang & Stommel, 

2001 ; Noguera et al., 2005) . La metodología de los marcadores SCAR fue originalmente 

empleada en la elaboración de mapas de ligamiento genético en variedades de lechuga 

(Latuca sativa) , para la identificación de individuos resistentes al hongo mildú (Downy 

mildew) , donde los marcadores SCAR fueron reportados originalmente a partir de 

fragmentos polimórficos detectados en un perfil diferencial RAPO y fueron utilizados para 

diferenciar entre líneas isogenéticas resultantes de un cruce interespecífico entre una 

variedad dominante y otra variedad recesiva (Parán y Michelmore, 1993). 

El Cuadro 1 muestra algunas de las aplicaciones de los marcadores SCAR encontrados 

en la literatura clasificados en tres grupos: a) Identificación de individuos con resistencia a 

patógenos, b) Identificación de genes que están relacionadas con su elevada calidad y e) 

Identificación de germoplasma a nivel especie, variedad ó cultivar. Dentro del primer 

grupo encontramos SCAR utilizados como marcadores de ligamiento a genes de 

resistencia ante patógenos en diferentes especies vegetales: Nicotiana tabacum L. (Julio 

et al. , 2006), Zea mays (Agrama et al., 2002) , Malus floribunda (Xu et al., 2001) y Vigna 

unguiculata L. (Boukar et al., 2004). 
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Capítulo 1 

Un segundo grupo es el uso de los marcadores SCAR en la identificación de individuos 

relacionados con una elevada calidad del cultivo: como es la presencia de un metabolito 

medicinal en Carthamus tinctorius (Zhang et al., 2009), un alto contenido nutrimental en 

Brassica juncea (Negi et al., 2000) , autocompatibilidad en melón Cucumis me/o L. 

(Noguera et al. , 2005) , alto contenido de fibra ó presencia de ¡3-carotenos (Gua et al. , 

2003; Zhang y Stommel2001) , entre otros. 

En cuanto al tercer grupo tenemos aquellos marcadores SCAR cuya aplicación es la 

identificación de germoplasma entre diferentes variedades vegetales: Olea europea L., C. 

lanatus Thumb y O. sativa (Busconi et al., 2006; Che et al. , 2003 y Shirasawa et al., 2004; 

respectivamente) , entre diferentes cultivares (Mariniello et al. , 2002; Vidal et al. , 2000) ; ó 

entre especies vegetales (Devaiah et al., 2008; Qian et al., 2006; Das et al., 2005) . 

Para el desarrollo de marcadores SCAR previamente se requiere de una técnica de 

marcadores moleculares que nos permitan visualizar un perfil diferencial genómico, el cual 

puede ser de tipo RAPO ó AFLP, entre otros .. Una desventaja de la técnica de marcadores 

RAPO para el desarrollo de marcadores SCAR, es que esta técnica sólo genera en 

promedio de 5-1 O bandas por cada amplificación al azar, mientras que la técnica de 

marcadores AFLP podría generar de 50-100 bandas por cada reacción , lo cual aumenta la 

posibilidad de encontrar fragmentos polimórficos (específicos) a un determinado genotipo 

(Vidal et al., 2000; Lamboy, 1994; Vos et al., 1995). Otra ventaja del análisis AFLP en 

comparación con RAPO, es la mayor reproducibilidad de los polimorfismos detectados 

debido a que los aligas utilizados en RAPO tienen una secuencia al azar y existen 

reportes de una baja reproducibilidad en laboratorio (He et al. , 1994; Jones et al., 1997). 

Finalmente, el análisis AFLP ha sido reportado como una metodología confiable, con una 

alta eficiencia en la detección de polimorfismo, y se ha empleado en análisis genético 

para identificación de cultivos en especies de Citru/lus lanatus (Che et al. , 2003), y Oryza 

sativa (Shirasawa et al., 2004) por mencionar algunos. En resumen, la metodología de 

AFLP es un método de análisis genómico que ofrece muchas características que la hacen 

una técnica atractiva para generar marcadores moleculares tipo SCAR. 
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Capítulo 1 

Cuadro1 . Aplicaciones de los Marcadores SCAR. 
~ -

1 ESPECIE 
TÉCNICA APLICACIÓN REFERENCIA 

VEGETAL ,, 
A) IDENTIFICACIÓN DE INDIVIDUOS CON RESISTENCIA A PATÓGENOS 

AFLP Malz, Resistencia a Peronosclerospora (Agrama el. al., 2002) 

(Zea mays) sorghi 

RAPO Canela , Identificación del (Barre! el a/ , 1998) 

(Brassica napus L.) Gen enano Bzh. 

AFLP Alubia, Resistencia a la hierba (Boukar el a/., 2004) 

(Vigna unguiculata L.) parasltica S triga gesnerioides. 

RAPO Soya, Resistencia hongo (Filho el a/., 2002) 

(Giycine max L.) Cercospora sojina H. 

AFLP Tabaco, Resistencia a tres enfermedades del (Jul io et. al., 2006) 

( Niootiana tabacum L.) cultivo. 

AFLP Manzana, Resistencia al hongo Venturia (X u el. al., 2001) 

(Ma/us floribunda) inaequalis. 

B) IDENTIFICACIÓN DE GENES QUE ES TAN RELACIONADAS CON SU ELEVADA CALIDAD 

SSR, Algodón , Selección Asistida por (Gua et al., 2003) 

RAPO (Gossypium hirsutum Marcadores de cultivares con alta 

l.) fibra. 

AFLP Brassica juncea Contenido proteico y de aceite (Negi el. al., 2000) 

elevado. 

AFLP Melón, Caracterlstica sexual de (Noguera et.a/.,2005) 

(Cucumis melo L.) autocom patibilidad gene 

andromonoecious 

AFLP Flor, Contenido de metabolito (Zhang el. al., 2009) 

(Carthamus tinctorius) Hydroxysafflor yellow A 

RAPO Tomate, Identificación cult ivares con alto (Zhang & Stommel, 2001) 

(Lycopersicon contenido ¡:>-caroteno, gen Beta. 

esculentum Mili. ) 
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C) IDENTIFICACIÓN DE GERMOPLASMA A NIVEL ESPECIE, CULTIVAR Ó VARIEDAD 

RAPO Olivo, Identificación de cultivares (Bautista el al., 2002) 

(Olea europea L.) 

RAPD,AFLP, Olivo, Caracterización de germoplasma (Busconi el al., 2006) 

SAMPL (Olea europea L.) entre cultivares 

AFLP Sandfa, Identificación de variedad (Che el. a/., 2003) 

(Citrullus lanatus) Citroide 

RAPO Bamboo, Identificación de especies (Das el a/., 2005) 

(Bambusa spp.) Bambusa 

balcooa y B. tu/da. 

RAPO Planta Medicinal India, Autentificación vegeta l. (Devaiah el a/., 2008) 

(Pueraria tuberosa.) 

RAPO Trigo , Selección Asistida por (Hernández el al., 1999) 

(Triticum aestivum.) Marcadores para trigo 

(Hordeum chilense). 

RAPO Pera, Diferenciación entre Pyrus pyrifo/ia (Lee el a/., 2004) 

(Pyrus spp.) Pera Japonesa) y P. communis (Pera 

europea). 

RAPO Durazno, Identificación de cultivares de (Mariniello el al., 2002) 

(Prunus armeniaca) Prunus armeniaca 

ISSR Arbol ornamental Autentificación a nivel especie de (Qian el al., 2006) 

chino, Sinocalycanthus chinensis. 

(Sinoca/ycanthus 

chinensis) 

AFLP Arroz, Identificación varietal (Shirasawa el. al., 2004) 

(Oryza saliva) 

RAPO Uva, Identificación de cultivares de (Vid al el al., 2000) 

( Vitis vinifera uva. 

L.) 
---

(Continuación Cuadro 1) 

1.3 DESARROLLO DE MARCADORES MOLECULARES PARA 

IDENTIFICACIÓN VEGETAL. 

1 

1 

i 

Para la identificación de características agronómicas relacionadas con una mejor calidad 

en la amplia diversidad de cultivos y variedades existentes, la generación de herramientas 
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de identificación vegetal sería útil en los programas de cultivos (Phillips et al., 1995; 

Tanksley et. al. , 1983). 

El desarrollo de estos sistemas de identificación utiliza marcadores morfológicos y 

marcadores moleculares (Rallo et al., 2002; Azofeifa-Delgado, 2006). Estos últimos 

basados en la presencia de secuencias de ADN, tomaron una fuerte influencia en la 

década pasada para aplicaciones de identificación vegetal. Los marcadores SCAR han 

sido utilizados para la autentificación de especies como Pueraria tuberosa, la cual es 

confundida con otras entidades botánicas como son lpomoea mauritiana, Adenia honda/a 

y Cycas circina/is (Devaiah & Venkatasubramanian , 2008) . Otro ejemplo de ésta 

aplicación es con la especie vegetal Bohemeria níveaa la cual pertenecen sus variedades: 

Nivea y Tenacissima, en ambas variedades el análisis RAPO de cada variedad permitió el 

desarrollo de un marcador SCAR específico a la variedad Nivea, junto con marcadores de 

tipo SNP y CAPS que discriminan entre ambas variedades (Li et al., 2010) . Así como en 

los ejemplos anteriores, la técnica RAPO ha sido ampliamente utilizada para generar 

marcadores SCAR específicos a cultivares en especies vegetales maderables como el 

bamboo, la pera y el olivo (Das et al., 2005; Lee et al., 2004; Busconi et al., 2006; 

respectivamente). 

Los marcadores SCAR pueden aplicarse para identificación vegetal tanto a nivel de 

variedad como a nivel de especie. En la literatura encontramos dos ejemplos de 

marcadores SCAR que discriminan a nivel especie y a continuación hablaremos de cada 

uno de ellos. Das et al. (2005) reporta que a partir de 18 especies de Bamboo 

seleccionaron 80 individuos por cada especie, dentro de los cuales cada cinco individuos 

se ubicaban en una distribución geográfica diferente. Das y colaboradores lograron 

desarrollar un marcador SCAR específico para la especie B. tu/da de 609 pb y otro 

marcador específico a la especie B. ba/cooa de 836 pb. En otro reporte de marcadores 

SCAR para la autentificación de la especie Sinocalycantus chinensis se trabajó a partir de 

un fragmento de 748 pb, identificado de un perfil de secuencias inter microsatelitales ISSR 

(inter-simple sequence repeats). En ésta especie vegetal era importante el desarrollo de 
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un marcador SCAR dado que sus características morfológicas son similares a otras 

especies como Chimonantus y Calycanthus floridus (Y e et al. , 2006) . 

Con respecto a la utilización de los marcadores SCAR para la identificación vegetal a nivel 

de variedad, se ha reportado en la literatura el desarrollo de seis marcadores SCAR 

codominantes, entre los variedades Nipponbare y Koshihikari , y ocho marcadores SCAR 

dominantes, de Oryza sativa , todos ellos desarrollados a partir de fragmentos polimórficos 

de AFLP (Shirasawa et. al., 2004). Adicionalmente , los SCAR también han sido utilizados 

para la identificación entre variedades de la especie Citrullus lanatus, donde se 

caracterizó un fragmento AFLP de 250 pb útil para la identificación de la variedad 

Citroides, una variedad silvestre de importancia agronómica por su resistencia a Fusarium 

wilt. El polimorfismo específico a esta variedad fue conservado en uno de los marcadores 

SCAR desarrollados, ésto permitió la identificación de dicha variedad silvestre Citroides 

de la variedad silvestre denominada Egusi y de otros 28 cultivares comerciales diferentes 

pertenecientes a la variedad Lanatus (Che et al., 2003) . 

Todo lo mencionado anteriormente muestra la versatilidad de los marcadores moleculares 

para la identificación de variedades vegetales. Sin embargo, los marcadores SCAR con 

propósitos de identificación vegetal a nivel varietal no han sido probados en especies de 

Agave. La especie Agave tequilana Weber es una especie de importancia económica y la 

identificación de sus variedades mediante un ensayo práctico, confiable y sencillo como 

pudiera ser un simple test por PCR, podría ser posible mediante el estudio de esta clase 

de marcadores de secuencia específica denominado SCAR en especies de Agave. 

1.4 Agave 

Los Agaves pertenecen al género con mayor diversidad de la familia Agavaceae, la cual 

posee más de 200 especies, de las cuales 150 se encuentran en México (Good-Ávila et 

al. , 2006) . Las Agaváceas son una familia distribuida a lo largo del Continente Americano, 

con una extensión que ocupa desde el sur de Norteamérica hasta el norte de Sudamérica. 

México tiene el mayor nivel de riqueza en diversidad de esta familia. Las especies de 

11 



Capítulo 1 

Agave crecen en diversos ecosistemas aunque preferentemente se encuentra en zonas 

áridas y semiáridas como la península de Baja California, Sonora, el Altiplano Mexicano: 

Chihuahua, Guanajuato, Querétaro, la Planicie Tamaulipeca y el Valle de Tehuacán

Cuscatlán (García-Mendoza, 2007). 

Los Agaves son plantas xerófitas , que crecen en condiciones de alta sequía y 

temperaturas extremas, poseen hojas suculentas y un sistema de raíces superficial , así el 

agua almacenada durante las breves temporadas de lluvias les permiten mantenerse 

durante los largos periodos de sequía (Pimienta et al., 2005) . Las especies de Agave con 

mayor importancia económica en México incluyen a: A. americana, A. fourcroydes, A. 

lechuguilla y A. tequilana (García-Mendoza, 2007) , entre otras. 

Los Agaves son plantas semélparas ya que una vez que florean , mueren (Colunga-García 

y Zizumbo-Villareal, 2007) . Adicionalmente , estas plantas son muy complejas en cuanto a 

sus mecanismos de reproducción , los cuales pueden ser sexuales por medio de semillas, 

ó asexuales por medio de hijuelos ó bulbillos (Valenzuela-Zapata, 2007) . 

La variabilidad genética del Agave se ha reducido a causa de los sistemas de 

reproducción utilizados en condiciones comerciales (Gil-Vega et al., 2001 ; Colunga

García& Zizumbo-Villareal , 2007) . Para el caso de A. fourcroydes, mediante estudios 

moleculares realizados a cultivares de henequén propagados clonalmente a través de 

rizomas se demostró diferencias en el perfil de fragmentos AFLP, indicando una diferencia 

genética introducida durante la propagación clonal en dicha especie (Infante et al., 2006). 

La variabilidad genética asexual (clonal) también ha sido reportada en la especie A. 

tequilana Weber a partir de análisis en perfiles de marcadores AFLP (Gil-Vega et al., 

2006) . Adicionalmente, en este reporte se estudió la diversidad entre diferentes 

variedades pertenecientes a una misma especie y se logró demostrar la capacidad 

discriminatoria de tal técnica para identificar organismos estrechamente relacionados de 

Agave (Gil-Vega et al., 2006) . Sin embargo, utilizando el análisis RAPO no se logró 

demostrar variabilidad genética (Gil-Vega et al. 2001). La _diferencia de tales hallazgos 
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puede ser explicada por el hecho de que los tipos de marcadores RAPO y AFLP 

utilizados, exploraron regiones diferentes del genoma en A. tequilana Weber (Infante et 

al. , 2006) . 

1.5 Agave tequilana Weber variedad Azul 

El A. tequilana Weber variedad Azul es una especie ampliamente cultivada en campo en 

los estados de Jalisco, Nayarit, Guanajuato , Tamaulipas y Michoacán, ya que es fuente 

de carbohidratos como la inulina y de metabolitos secundarios que son esenciales para la 

fermentación del tequila , una bebida de alta demanda internacional, convirtiéndola en una 

especie protegida y valiosa económicamente (García-Mendoza , 1995; Diario Oficial , 

2006; Colunga-García & Zizumbo-Villareal , 2007) . 

La reproducción de la variedad Azul del Agave tequilana Weber se puede dar por semilla 

o bulbillo; sin embargo, en campos comerciales el método que se emplea consiste en 

trasplantar los hijuelos que brotan de la raíz de la planta madre a una nueva región 

productora (Valenzuela et al., 2006). El Agave Azul florece entre los 7-9 años en 

condiciones de producción , sin embargo la inflorescencia es cortada cuando alcanza 1m 

de altura, seis meses después la piña madura es cosechada para su uso en la 

producción del tequila (Gil-Vega et al., 2001) . 

La variedad Azul del Agave tequilana Weber se ha reportado más cercanamente 

relacionada con las variedades "Sigüin", "Manso", "Azul Listado" y "Moraleño", 

pertenecientes a la especie A. tequilana Weber, en comparación con las variedades 

"Bermejo", "Chato", "Hoja Delgada" y "Pata de Mula" también pertenecientes a la misma 

especie (Gil-Vega et al., 2006). 

A excepción de las variedades "Azul listado" y "Manso", en la especie A. tequilana Weber, 

las otras variedades son fenotípicamente similares y es difícil de distinguirlas en campo, 

especialmente cuando no existe estructura floral (Gil-Vega et al. , 2006) . Las variedades 

fenotípicamente similares a la variedad Azul frecuentemente son extraídas en campos 
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tequileros tan pronto como se identifican debido a que regulaciones federales prohíben su 

uso para la elaboración del tequila (Gil-Vega et al., 2001) . 

La variedad "Sigüin" es considerada como la variedad de A. tequilana Weber con mayor 

grado de similitud morfológica a la variedad Azul (Gentry, 1982; Valenzuela , 1997). Esas 

similitudes morfológicas dificultan su identificación en campo, haciendo factible el 

desarrollo de marcadores que permitan su identificación. La variedad "Sigüin" de acuerdo 

a un análisis de AFLP presentó un 6.2% de fragmentos polimórficos con la variedad Azul, 

así como una distancia genética de 0.06 con dicha variedad, en comparación con otras 

variedades cuyos valores estuvieron entre 12.3% a 15.4% de fragmentos polimórficos 

diferentes de la variedad Azul (Gil-Vega et al., 2001) . 

1.6 DENOMINACIÓN DE ORIGEN DEL TEQUILA Y LA VARIEDAD AZUL DE LA 

ESPECIE A. tequilana Weber 

En la actualidad existen Normas Oficiales Mexicanas como la NOM-006-SCFI-2005, la 

cual establece que el Agave que se utilice como materia prima para la elaboración de 

Tequila debe ser de la especie Agave tequilana Weber y ser variedad Azul , haber sido 

cultivado en el territorio comprendido en la declaración de origen , cumpliendo con las 

especificaciones técnicas y requisitos jurídicos para proteger el origen del "Tequila" de 

conformidad con la Declaración General de Protección a la Denominación de Origen de 

Tequila (DOT) vigente, la Ley de la Propiedad Industrial, la Ley Federal de Protección al 

Consumidor y demás disposiciones legales relacionadas (Diario Oficial , 2006). 

La Denominación de Origen del Tequila , incluye a la región de Tequila , situada cerca de 

la ciudad de Guadalajara en el estado de Jalisco, junto con algunas regiones de los 

estados de Nayarit, Guanajuato, Tamaulipas y Michoacán (Valenzuela-Zapata, 2007) . 

Mediante la generación de herramientas biotecnológicas que permitan un ensayo práctico 

y confiable , se podría contribuir en la identificación de germoplasma protegido por la 

legislación , como es la variedad Azul de la especie A. tequilana Weber, mediante el 
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desarrollo de marcadores que permitan la identificación de sus diferentes variedades 

como son: Moraleño, Sigüin y Chato, las cuales son frecuentemente confundidas con la 

variedad Azul. 

Con el desarrollo de los marcadores SCAR donde una secuencia polimórfica es 

caracterizada para diseñar iniciadores específicos obtendríamos una amplificación 

reproducible de un loci simple y analizaríamos su presencia en otras regiones del ADN 

genómico entre diferentes genotipos de Agave. Lo anterior contribuiría al desarrollo de 

marcadores basados en PCR, los cuales son más prácticos para su uso a escala al 

analizar un gran número de muestras de Agave en identificación varietal en comparación 

con el uso de técnicas de marcadores moleculares de perfil diferencial tal como son los 

AFLPs los cuales generan un patrón genético complejo multilocus. 

11. JUSTIFICACIÓN 

Existe un alto poder de detección de polimorfismo en la técnica AFLP, aún entre especies 

y variedades del género Agave, sin embargo para fines de uso recurrente en la selección 

e identificación de variedades, resulta un procedimiento muy laborioso y altamente 

costoso. En la actualidad , a través del empleo de esta técnica se han obtenido diversos 

marcadores moleculares con los que es posible aplicar la tecnología de los SCAR, los 

cuales constituyen un procedimiento mucho más práctico que puede ser aplicado en la 

identificación de especies y variedades de Agave para una selección rápida. 

Así , con base en todo lo anterior, convertir un fragmento de AFLP a un marcador de 

secuencia caracterizada de tipo SCAR mediante el dise·ño de iniciadores específicos 

podría ser una metodología viable para la identificación de variedades de Agave. 
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111. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar marcadores tipo SCAR para la identificación de variedades dentro de la 

especie Agave tequilana Weber, a partir de fragmentos de AFLP. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Analizar perfiles de AFLP y seleccionar bandas polimórficas de A. tequílana Weber 

a nivel variedad. 

• Extraer, recuperar y secuenciar los fragmentos AFLP específicos para alguna 

variedad de A. tequilana Weber. 

• Diseñar iniciadores específicos para la región SCAR caracterizada, que permita 

amplificar los fragmentos aislados específicos de la variedad de interés. 

• Validar los iniciadores específicos desarrollados con una reacción de PCR 

utilizando como templado ADN genómico de cada variedad. 
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CAPÍTULO 11. "AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE UN MARCADOR 

TIPO SCAR" 

l. INTRODUCCIÓN 

Los marcadores SCAR (Regiones Amplificadas de Secuencia Caracterizada, por sus 

siglas en ingles) , son marcadores basados en PCR que se desarrollan a partir de la 

caracterización de una secuencia de interés obtenida de técnicas de marcadores 

moleculares como RAPO, AFLP, ISSR (Agarwal et al. , 2008; Ye et al., 2006). Los 

marcadores SCAR por lo general presentan una banda única intensa que corresponde a 

un loci simple que es identificado por la amplificación directa del ADN genómico, 

utilizando iniciadores específicos desarrollados para la secuencia aislada. En ocasiones la 

secuencia caracterizada SCAR puede encontrarse en un alto número de copias y 

encontrarse alelas diferentes durante su validación . Los marcadores SCAR identifican 

secuencias genómicas dispersas dentro de la región amplificada. Es posible que se 

manifiesten en la resolución de los productos de amplificación, durante la validación de 

tales iniciadores específicos diseñados, bandas de tamaños diferentes como alelas 

alternativos de la secuencia caracterizada, los cuales pueden contener inserciones, 

deleciones ó sustituciones de pares de bases (Parán & Michelmore, 1993). Los SCAR son 

en su mayoría marcadores codominantes de gran utilidad para la identificación de 

individuos de cultivares homócigos dominantes y recesivos de los individuos heterócigos 

(Parán & Michelmore, 1993). 

La metodología de SCAR ha sido ampliamente utilizada para la identificación de cultivares 

de importancia económica, tales como los frutales : durazno y pera; alimenticios como: 

olivo, canola , alubia, trigo y soya; entre cultivos de otros usos como: algodón , árboles 

ornamentales, bamboo y plantas medicinales (Mariniello et al., 2002; Lee et al., 2004; 

Bautista et al., 2002; Barret et al., 1998; Boukar et al. , 2004; Hernández et al., 1999; Filho 

et al. , 2002; Guo et al., 2003; Ye et al., 2006; Das et al. , 2005; Devaiah & 

Venkatasubamanian, 2008). 
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Existe una amplia variedad de técnicas moleculares como son RAPO, AFLP, ISSR hasta 

SAMPL (Amplificación Selectiva de un Loci Microsatélite Polimórfico , por sus siglas en 

inglés) para la generación de perfiles de bandas a partir del cual se pueden desarrollar 

marcadores SCAR(Shirasawa et al., 2004; Basha & Sujatha, 2007; Busconi et al., 2006) . 

Caracterizar una secuencia específica relacionada con algún rasgo de interés, ó con 

alguna variedad , es posible a partir de perfiles de AFLP (Lamboy, 1994; Vidal et al. 2000). 

Adicionalmente, la técnica de AFLP ha sido exitosamente aplicada en especies de Agave 

(Infante et al., 2003; González et al., 2003; Demey et al., 2004; Infante et al., 2006; Gil

Vega et al. , 2006) por lo cual se abre la posibilidad de desarrollar marcadores SCAR con 

propósitos de identificación a nivel varietal en Agave. 

11. MATERIALES Y MÉTODOS 

En el presente trabajo se utilizaron perfiles de AFLP de Agave elaborados en el 

laboratorio de Marcadores Moleculares y Genómica Funcional del CICY. Se eligieron los 

siguientes perfiles etiquetados como Gel 1, Gel 2, Gel 4, Gel 5 y Gel 6, elaborados por 

Alejandra Barraza Morales en el 2005, Informe Final Proyecto Tequila Herradura 

(Confidencial) en el cual para su elaboración se utilizó la metodología de AFLP (Vos et. 

al., 1995) y el método de tinción con nitrato de plata tomado de Bassam et. al., 1991 con 

mínimas adaptaciones. En tales geles el material vegetal fue tomado para el caso de las 

diferentes variedades de la especie A. tequilana de plantaciones comerciales del estado 

de Jalisco, y para las otras especies de Agave el material vegetal fue tomado del jardín 

botánico del CICY. 

Los 5 geles fueron utilizados para la identificación de polimorfismos a nivel varietal con el 

objetivo de aislar y caracterizar fragmentos AFLP específicos a alguna especie ó variedad 

de Agave en el presente trabajo. Las especies de Agave utilizadas para la evaluación de 

polimorfismos con la técnica de AFLP en estos perfiles están dispuestos del carril 

izquierdo al carril derecho de la siguiente manera: A. tequilana var. Azul (T) , A. 

angustifolia (A) , A. sisalana (S), A. marginata (M), A. fourcroydes (F), A. tequilana var. 

Sigüin (1 O individuos Sg) , A. tequilana var. Moraleño (1 O individuos Mñ), A. tequilana var. 
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Chato (10 individuos Ch). El marcador molecular utilizado para cada perfil de AFLP fué el 

DNA Ladder (lnvitrogen) de 100 pb. 

2.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE LOS FRAGMENTOS AFLP 

Para la identificación de los marcadores AFLP en los cinco perfiles seleccionados, a cada 

banda específica se le asignó una clave (por ejemplo G299-Sg240): identificando primero 

el número del Gel del cual fueron aislados (Qj) el cual es de un solo dígito precedido de 

una G en todos los casos, el número asignado a cada banda de AFLP durante su análisis 

(#99) de dos a tres dígitos, dos letras consonantes del nombre de la variedad (§.g) y por 

último el tamaño relativo presentado por su desplazamiento en el gel de poliacrilamida del 

cual fue aislado (240 pb). Siguiendo una clave para cada variedad a la cual son 

específicos: Sigüin (Sg) , Moraleño (Mñ) , Azul (Az) y Chato (Ch) . 

Para el aislamiento de los fragmentos AFLP contenidos en cada banda marcadora de una 

variedad de A tequílana se procedió después de su elusión a una reamplificación con los 

iniciadores AFLP EcoRI: 5'GACTGCGTACCAATTCA'3 y Mse/: 

5'GATGAGTCCTGAGTAAC'3 utilizados en la preamplificación al generar los perfiles 

AFLP, y posteriormente los fragmentos recuperados fueron clonados y caracterizados. 

2.1.1. CORTE Y ELUSIÓN DE LA BANDA DEL GEL DE POLIACRILAMIDA 

La elusión de los fragmentos se realizó de acuerdo al protocolo descrito por Ke-Liping 

(2004) con algunas modificaciones. Primero se limpió la superficie del gel de 

poliacrilamida con etanol (95%), a la banda seleccionada se le agregaron 7uL de agua y 

posteriormente se cortó y se colocó en un tubo de 1.5ml estéril. La banda se trituró en el 

tubo utilizando una punta de pipeta. Después se dejó incubar en 30¡..~1 de amortiguador TE 

(1 OmM Tris HCI, 1 mM EDTA pH 8) durante 48 hrs a temperatura ambiente. Por último, la 

muestra se calentó a 95°C durante siete minutos y se centrifugó a 13,400g por dos 

minutos. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se almacenó a 4°C hasta su uso. 
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2.1.2. REAMPLIFICACIÓN Y CLONACIÓN DE FRAGMENTOS DE AFLP. 

Se utilizó 51-JI del sobrenadante previamente eluído del gel de poliacrilamida como 

templado para la reamplificación de los fragmentos de AFLP por PCR. El volumen final de 

la reacción fue de 201-JI. La reacción consistió de 41-JI de amortiguador TaqMango 5x 

(Bioline), 1.5mM de MgCI2, 0.2 mM de dNTP, 1.0 pmol de iniciador Eco Rl y Msel y 0.5U 

de la enzima Taq Polimerasa. Los iniciadores utilizados para reamplificación de los 

eluidos fueron los mismos utilizados en la etapa de la preamplificación al generar los 

perfiles de AFLP y constan de la secuencia adaptadora (1) , secuencia restrictiva 

remanente (2) y un nucleótido selectivo (3) de acuerdo a lo siguiente: 

2 

EcoRI: 5' GACTGCGTACCAATTC@ '3 

Mse 1: 5' GATGAGTCCTGAGTAA@ '3. 

Las condiciones de amplificación fueron de 94°C (30 s) de desnaturalización , 56°C (60 s) 

de alineamiento y 72°C (60 s) de elongación. La desnaturalización inicial fue de 94°C (5 

min) y una elongación final de 72°C (7 min) en un total de 20 ciclos. Finalmente, los 

productos de amplificación obtenidos se analizaron en un gel de agarosa al1 ó 2% . 

Los fragmentos seleccionados fueron ligados a un vector de clonación TIA, el vector 

pGEM-T Easy Vector Systems utilizando el kit de clonación (Promega) , entonces los 

plásmidos recombinantes fueron transformados en E. co/i cepa JM109 (Promega) por el 

método de choque térmico a 42°C por 48 segundos. Las células fueron dispersadas en un 

medio de selección semi-sólido de Luria-Bertani-Agar (LB Agar) conteniendo ampicilina 

(250 1-Jg/ml) , IPTG (52 1-Jg/ml) , y X-gal (65 1-Jg/ml) , luego incubado a 3rc por 16 horas. La 

purificación del ADN plasmídico de las colonias positivas fue utilizando el método de lisis 

alcalina de Birnboim & Doly (1979) . La verificación de los insertos correctos clonados en 

el plásmido se realizó mediante su digestión con la enzima de restricción EcoRI, de 

acuerdo a las condiciones de reacción del fabricante (Biolabs) . 
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2.1.3. CARACTERIZACIÓN DE FRAGMENTOS REAMPLIFICADOS 

Los fragmentos clonados se enviaron a secuenciar a MACROGEN, en Soeul , Corea. Los 

alineamientos para editar la secuencia del plásmido pGEM-T fueron realizados con el 

programa BioEdit (Hall , 1999). Este programa también fue utilizado para ubicar las 

secuencias de los adaptadores y de los nucleótidos selectivos utilizados para la 

generación de cada perfil de poliacrilamida del cual fueron extraídos en conjunto con el 

programa CLC DNA Workbench (disponible en la página de internet: www.clcbio.com). 

Durante el análisis de las secuencias como marcadores AFLP se comprobó la 

permanencia de los tres nucleótidos selectivos en ambos extremos 5' y 3' de cada 

secuencia: 1) E-ACA en su extremo 5' y M-GTG en su extremo 3' (ó M-CAC en 5' y E

TGT en 3'), correspondiente a la combinación del Gel 5 de poliacrilamida del cual fueron 

extraídos; y 2) E-ACG en su extremo 5' y M-GTG en su extremo 3' (ó M-CAC en 5' y E

TGC en 3') , correspondiente a la combinación del Gel2 de poliacrilamida . 

A partir de las secuencias caracterizadas de AFLP, se utilizó el programa FastPCR 

(Kalendar et al., 2009; disponible en la página de internet: 

http://primerdigital.com/fastpcr.html) para el diseño de iniciadores SCAR específicos a 

cada fragmento AFLP caracterizado. Este programa fue utilizado también en la 

determinación de las características tales como la temperatura de fusión , el número de 

pares de bases y el o/oGC del fragmento de Agave caracterizado. Por otra parte se utilizó 

el programa Primer3 (Untergasser et al., 2007; disponible en la página de internet: 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) en conjunto con el 

programa FastPCR, ambos sirvieron de apoyo para el diseño de los marcadores SCAR. 

En general, se seleccionaron únicamente aquellas secuencias que alinearon -100% en 

sus extremos flanqueantes con la secuencia de los iniciadores de preamplificación y que 

presentaban la combinación de nucleótidos selectivos, descartándose así las secuencias 

que resultaron ser concatenaciones de secuencias iniciadoras y/ó adaptadoras. Las 

clonas seleccionadas se almacenaron a -80°C en glicerol al 20% (v/v) estéril , los 

plásmidos recombinantes a 1000 ng/¡.¡1 fueron conservados a -20 oc. así como los eluídos 

directamente del gel de poliacrilamida se conservaron a 4 oc. 
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111. RESULTADOS 

3.1 IDENTIFICACIÓN DE BANDAS ESPECÍFICAS A ESPECIES Y 

VARIEDADES DE AGAVE 

Se analizaron cinco perfiles de AFLP obtenidos con diferentes combinaciones de 

nucleótidos selectivos, a través de los cuales se compararon cuatro variedades de la 

especie Agave tequilana Weber. Se identificaron 15 marcadores específicos a nivel 

varietal distribuidos en los cinco geles de poliacrilamida. Ya que nuestro principal objetivo 

fue caracterizar una secuencia específica a nivel varietal , se seleccionaron aquellas 

bandas que se presentan en todos los individuos de una determinada variedad y se 

encuentran ausentes en el resto de las especies y variedades de Agave. (Figura 1). 

Un ejemplo de éste tipo de polimorfismo se muestra en la Figura 1 donde se observan 

tres bandas distribuidas cada una en tres geles diferentes, cada banda es específica a 

una variedad de la especie A. tequi/ana Weber: Chato, Sigüin ó Moraleño (Figura 1 -A, -B 

y -C) . Cada una de dichas bandas está presente únicamente en los individuos distribuidos 

uno por carril que conforman cada panel varietal. 

Podemos observar en el Gel 1 (Figura 1 A) que el marcador G 177 -Ch263 únicamente está 

presente en los individuos de la variedad Chato (señalado con una flecha blanca con 

263pb) mientras que en ese mismo gel (Gel 1) observamos arriba y abajo bandas que no 

presentan dicha clase de polimorfismo y están presentes en todas las variedades de la 

especie Agave tequilana Weber e incluso en las otras especies (Figura 1A) . El 

polimorfismo a nivel varietal lo observamos para otras bandas de perfiles AFLP como son 

la banda identificada como el marcador G299-Sg240 (Gel 2) de 240 pb y la banda 

identificada como el marcador G51 06-Mñ 178 (Gel 5) de 178 pb señalados con flechas 

blancas cada uno en la Figura 1 (By C, respectivamente) . 

La recuperación de los fragmentos AFLP seleccionados se realizó aplicando un método 

de elusión con TE (TrisHCL EDTA 10:1), descrito en el apartado 2.1.1. El total de las 
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bandas encontradas fueron numeradas para su identificación desde la banda #64 a la 

banda #135, incluyendo tanto las bandas específicas a nivel varietal como aquellas 

específicas a nivel especie (Anexo A) . El resultado de las bandas encontradas se resume 

en el Cuadro 2. Se ubicaron en total 15 marcadores específicos de A. tequilana Weber y 

37 marcadores específicos para las otras diferentes especies en Agave. En el presente 

estudio únicamente se consideraron para su selección los marcadores específicos a 

alguna variedad en particular. 

Para la variedad Sigüin únicamente se identificaron dos bandas específicas identificadas 

como G298-Sg603 y G299-Sg240, mientras que para la variedad Azul únicamente fue 

encontrada una banda específica identificada como G285-Az288. Se observó que de las 

cinco combinaciones de nucleótidos selectivos únicamente en la combinación E-ACG/M

CAC (Gel 2) se detectó polimorfismos a nivel de variedad identificando a las variedades 

Sigüin y Azul (Cuadro 2). 

Por su parte, para las variedades Chato y Moraleño se identificaron una mayor cantidad 

de marcadores AFLP distribuidos en los cinco perfiles de AFLP analizados. Se observó 

que al menos en cuatro de las cinco combinaciones utilizadas en cada perfil generaron 

por lo menos una banda de AFLP específica a nivel de variedad que identifica a alguna de 

éstas dos variedades (Cuadro 2) . 
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Figura 1. Perfiles de AFLP que identifican particular polimorfismo a nivel de variedades en la especie A. tequilana Weber. A) Gel 1 (E
ACG/M-CTT) se observa una banda específica a la variedad Chato identificada como la banda G177-Ch263. 8) Gel 2 (E-ACG/M-CAC) 
se observa una banda específica a la variedad Sigüin identificada como la banda G299-Sg240. C) Gel 5 (E-ACA/M-CAC) se observa una 
banda específica a la variedad Moraleño identificada como G5106-Mñ178. 
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A nivel especie de A. tequilana Weber, se seleccionaron para su caracterización seis de 

los 15 marcadores de AFLP específicos a nivel varietal en A. tequilana Weber: G51 06-

Mñ178, G5140-Mñ251 , G174-Mñ240, G5108-Ch224, G299-Sg240 y G285-Az288 

señalados con un asterisco (*) en el Cuadro 2. Los criterios de selección de banda de 

AFLP fueron el tamaño (pb) presentado en el gel de poliacrilamida y las características de 

la banda, buscando bandas sin reflejo ó doble bandeo contiguo, nítida y no muy 

extendida. 

Fueron eleg idos los marcadores G51 06-Mñ 178, G5140-Mñ251 de los marcadores 

identificados en Agave Moraleño debido a que eran los que presentaron mayor tamaño y 

su recuperación fue posible junto con G 17 4-Mñ240, sin embargo para éste último sus 

iniciadores diseñados no presentaron ningún producto de amplificación durante la 

validación. 

Para la variedad Sigüin únicamente se contaba con dos marcadores detectados: G299-

Sg240 y G298-Sg603, se decidió trabajar con ambos sin embargo el segundo presento 

dificultades técnicas al momento de su recuperación debido a su mayor tamaño se 

desfragmentaba presentando la reamplificación de los eluídos únicamente un barrido y 

ninguna banda visible en el gel de agarosa al 2%. 
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Cuadro 2. Marcadores de AFLP específicos a nivel variedad y a nivel especie en Agave, identificados en diferentes perfiles de 
poliacrilamida. 

Moralello 

Chato 

Siguin 

Agave 
angustifolia 

Agave marginara 

Agave 
tourcroydes 

Agave sisalana 

Agave 
fourcroydes 
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Por último para la variedad Chato se eligió únicamente la banda G51 08-Ch224 la cual era 

una de las que no presentaban un doble bandeo, no estaba extendida y tenia buena 

nitidez aunque no presentaba el mayor de los tamaños. 

3.2 AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE AFLP 

Los fragmentos de AFLP seleccionados fueron eluídos con el método de TE y 

reamplificados. Los fragmentos obtenidos por dicha reamplificación fueron del tamaño 

esperado: 178pb, 251 pb, 224pb, 240pb y 288pb correspondientes a los tamaños de las 

bandas presentadas por los marcadores específicos: G51 06-Mñ 178, G5140-Mñ251 , 

G51 08-Ch224, G299-Sg240 y G285-Az288, respectivamente. 

En la Figura 2 se observan cuatro marcadores G5106-Mñ178, G5107-Mñ135, G5108-

Ch224 y G5140-Mñ251 , visualizados en un gel de agarosa al 1 %; sin embargo, el 

marcador G5107-Mñ135 no fue considerado para su caracterización por tener un tamaño 

muy pequeño, mientras que los otros tres marcadores presentados en la figura son parte 

de los 6 que fueron seleccionados. 

lOOpb DI.A laddtH 
Biola.bs 

ISO~ mi) 

Figura 2. Reamplificación de fragmentos AFLP de A. 

tequi/ana Weber recuperados del gel de poliacrilamida. Se 
observa en gel de agarosa al 1%: G5106-Mñ178, G5107-
Mñ135, G5108-Ch224 y G5140-Mñ251 . MM: Marcador 
Molecular. 
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La clonación de los fragmentos recuperados en G5106-Mñ178, G5140-Mñ251 , G5108-

Ch224 y G285-Az288, fue realizada a partir del producto de PCR obteniéndose en 

promedio dos clonas con el tamaño esperado por cada una de las 1 O clonas analizadas. 

Mientras que para los fragmentos recuperados del marcador G299-Sg240, el producto de 

preamplificación primeramente se purificó en gel de agarosa previo a su clonación , lo que 

permitió una mayor correspondencia del tamaño del fragmento clonado con respecto al 

tamaño esperado en un mayor número de clonas (Figura 3 B) . 

Al analizar algunas de las clonas, se observaron fragmentos de tamaño diferente al 

tamaño esperado cuando los productos de amplificación no fueron purificados (Figura 3 

A) , como el caso del marcador G285-Az288. Así, se eligieron únicamente los fragmentos 

que presentaron el tamaño esperado congruente con el tamaño presentado en el gel de 

poliacri lamida y fueron secuenciados para su caracterización , seleccionando para el 

marcador G285-Az288 por ejemplo, los fragmentos de 288 pb. El paso de la purificación 

permitió la exclusión de la mayoría de las clonas contaminadas con la presencia de 

fragmentos de AFLP de bandas vecinas resultantes del aislamiento de una banda de 

AFLP de un gel seco de poliacrilamida, y de los procesos de amplificación por PCR. Una 

contaminación severa ocurrió durante la clonación de marcadores AFLP cuando se utilizó 

producto de amplificación sin purificar provenientes de bandas AFLP cercanas a la banda 

de interés en el gel de poliacrilamida. Especialmente de aquellas que son débilmente 

resueltas y sustituyeron a las clonas con inserto correcto correspondientes al marcador de 

AFLP deseado al momento de evaluarlas. 

Sin embargo, en tres de los fragmentos de AFLP clonados del marcador G285-Az288 

seleccionados como clonas positivas al presentar un desplazamiento en el gel de agarosa 

de 288 pb congruente al desplazamiento del gel de poliacrilamida y que además 

presentaban congruencia en ambos de sus extremos adaptadores y con los tres 

nucleótidos selectivos correspondientes al perfil AFLP, se encontró que eran secuencias 

diferentes no homólogas, provenientes de fragmentos con el mismo tamaño en pares de 

bases, pero con secuencia diferente y compartiendo un mismo lugar en el desplazamiento 

electroforético. Adicionalmente , se encontró un microsatélite (CA)19 en la clona 85-11 F. 

Sin embargo, debido a que no se encontró un consenso entre las tres secuencias con el 
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tamaño de 288 pb (85-7F, 85-1 OF y 85-11 F) presentadas en la Figura 3 A, no se 

consideraron para el diseño de iniciadores específicos. 

En contraste a lo anterior, cuando se purificó el fragmento encontrado en G299-Sg240 

específico a la variedad Sigüin antes de la clonación, el número de clonas que 

presentaban el fragmento de tamaño esperado fue mayor (Figura 3 B) . Adicionalmente , 

siete de las 1 O clonas de igual tamaño mostraron la misma secuencia y debido a que 

todos los fragmentos presentaron congruencia en ambos de sus extremos adaptadores y 

la permanencia de los tres nucleótidos selectivos, se sugiere que los otros fragmentos de 

secuencia diferente pero que tuvieron un mismo desplazamiento en el gel de agarosa sea 

parte del fenómeno denominado homoplasia. 

En general, para la caracterización se seleccionaron solamente aquellas clonas que 

mostraron el fragmento de tamaño esperado de acuerdo al marcador del cual fueron 

aislados en total: una clona del marcador G51 06-Mñ 178, dos clonas del marcador G5140-

Mñ251 , dos clonas del marcador G51 08-Ch224, diez clonas del marcador G299-Sg240 y 

cuatro clonas del marcador G285-Az288 (Cuadro 3) . 

Cuadro 3. Fragmentos de AFLP clonados exitosamente por E. co/i en 
pGEM-T para su aislamiento y su posterior caracterización mediante 
secuenciación . 

1 

f~ CLONAS CON EL INSERTO CORRECTO ' 
~ • " 1 ~ "'1 -· ·: •• :.¡~~ ' .. :: ; /-. ': ~; : ~ 1,)i 

No. BANDA No. CLONA TOTAL CLONAS VARIEDAD 
(Agave tequilana W) 

#106 8 1 clona Moraleño i 

#108 1,7 2 clonas Chato 

#140 78 2 clonas Moraleño 
1 

# 85 1F,7F,10F,11F 4 clonas Azul 

#99 3,1 o 11 20 21 27 28 29 35 38 1 O clonas Siguin 1 

#74 2,6,7,8 , 19,20,21 ,22 ,23 10 clonas Moraleño ! ----- _j 
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Figura 3. Liberación de insertos de plásm idos recombinantes. A) Por PCR en clonas del 
marcador G285-Az288, se obseNan diferentes insertos con -208 pb (flecha 1, 2, y 3), -288 
pb (flecha 4, 5, y 6) de izqu ierda a derecha. B) Por digestión con EcoRI en clonas del 
marcador G299-Sg240, se obseNa en gel de agarosa al 2% que todas las clonas tienen un 
inserto de 240 pb. Los números superiores de cada gel sign ifican : el número del fragmento 
segu ido del número de clona. MM: Marcador molecular. 
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3.3 CARACTERIZACIÓN DE MARCADORES DE AFLP 

Durante el análisis de secuencia, se encontró que por cada 1 O secuencias analizadas sólo 

cinco secuencias en promedio resultaban ser fragmentos de AFLP y el resto fueron 

artefactos que resultaron ser repeticiones de las secuencias iniciadoras por hasta cinco 

veces a lo largo de la secuencia caracterizada (datos no mostrados). Demostrando un 

50% de confianza en éste tipo de análisis posiblemente debido a la presencia de 

adaptadores en altas concentraciones en la reacción de AFLP y como resultado de las 

amplificaciones en paralelo. 

La Figura 4 presenta un ejemplo de un fragmento AFLP (G299-Sg240) aislado y clonado, 

que resultó positivo en el análisis de secuencias. Éste fragmento presenta únicamente en 

sus extremos la secuencia de los iniciadores de la preamplificación correspondientes: 

EcoR/: 5'GACTGCGTACCAATTCA'3 y Mse 1: 5'GATGAGTCCTGAGTAAC'3 (conteniendo 

la secuencia adaptadora y un solo nucleótido selectivo) y además presenta los otros dos 

nucleótidos selectivos establecidos en la amplificación selectiva correspondientes al gel 

de poliacrilamida del cual fue aislado el fragmento (Gel 2). Se procedió el análisis de ésta 

forma en todas las secuencias encontradas en cada clona caracterizada, utilizando todos 

los puntos anteriormente expuestos como criterios para su comprobación cómo fragmento 

de AFLP. 

Para la banda G299-Sg240 específica a la variedad Sigüin se utilizó la secuencia de 227 

pb común entre 7 de las 1 O clonas caracterizadas (secuencia consenso) para el diseño de 

iniciadores específicos a éste marcador de AFLP (Figura 4) . 

Para la banda AFLP G5140-Mñ251 específica a la variedad Moraleño, fueron 

seleccionadas las clonas: 140-7 y 140-8 por presentar un tamaño esperado de inserto de 

-251 pb, se encontró en base a los alineamientos de las dos secuencias caracterizadas 

de ambas clonas un alineamiento del 100% (Anexo 8) . 
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Contrariamente, para el fragmento de AFLP en la banda G51 08-Ch224 específica a la 

variedad Chato fueron seleccionadas para secuenciación dos clonas: 108-1 y 108-7, las 

cuales presentan un tamaño de inserto esperado de -224 pb. Pero sus secuencias al ser 

alineadas resultaron ser dos secuencias diferentes a pesar que provenían de la misma 

banda de AFLP obteniendo un 46% de identidad entre ambas secuencias internas, así 

que se procedió a diseñar un par de iniciadores para cada uno de los dos fragmentos 

diferentes encontrados (Anexo C) . 
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Figura 4. Alineamiento de verificación como Fragmento AFLP del marcador G299-Sg240, 
secuencia consenso de clonas: No.3, 1 O, 11 ,20,27,35,38 ( -100% identidad). Se observa: 
Secuencia consenso (secuencia utilizada para diseño de marcadores SCAR), en los recuadros 
inferiores: Secuencias de Iniciadores de la preamplificación, Msel (5' GATGAGTCCTGAGT AAC 
3') en el extremo 5' del fragmento AFLP y EcoRI secuencia complementaria y reversa (5' 
TGAATTGGTACGCAGTC 3') en el extremo 3' del fragmento AFLP, en los recuadros superiores: 
Combinación de /os 3 nuc/eótidos selectivos corresoondientes al Gel 2 (M-CAC v E-CGTl . 
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3.4 DISEÑO Y VALIDACIÓN DE MARCADORES TIPO SCAR 

3.4.1. INICIADORES ESPECÍFICOS DISEÑADOS 

A partir de las secuencias AFLP caracterizadas específicas a las variedades Chato, Sigüin 

y Moraleño en la especie A. tequilana Weber, se diseñaron iniciadores específicos a 

dichas secuencias empleando diversos criterios. Tales criterios fueron el contenido de 

Guanina/Citosina (G/C) , la longitud del aligo, la temperatura de fusión total del aligo, la 

temperatura de fusión del aligo en su extremo 3' con baja estabilidad y una mínima 

diferencia entre las temperaturas de alineamiento óptima entre pares de oligos como 

parámetros de diseño para los iniciadores en cada software utilizado. 

Los iniciadores diseñados fueron probados a partir de ADN genómico de cada variedad de 

la especie A. tequilana Weber. Las secuencias utilizadas en los programas para el diseño 

de iniciadores no incluyen las secuencias adaptadoras por lo que su tamaño varía con 

respecto al tamaño del marcador AFLP original en 33 pb correspondientes a las 

secuencias adaptadoras (Cuadro 4) . 

Cuadro 4. Secuencias de AFLP caracterizadas específicas a las variedades Sigüin , Azu l, Chato 
y Moraleño en la especie Agave tequilana Weber(2), secuencias util izadas como templado para el 
diseño de iniciadores las cuales no incluyen 33 pb de ambas secuencias adaptadoras(3) y tamaño 
en pares de bases observado en los geles de po liacrilam ida de acuerdo al desplazamiento 
re lativo(,)· 

; 
.. ~ - - TAMAÑO ··--

VARIEDAD AFLP-
TAMAÑO DEL TAMAÑO DE 

' (Agave tequilana W) CLONA 
RELATIVO DEL INSERTO SECUENCIA 
MARCADOR 1 SECUENCIADO 2 INTERNA 3 

Agave Moralefto 140-8/7 251 pb 243 pb 210 pb 

~gave Moraleño 106-8 178 pb 181 pb 148 pb 

Agave Chato 108-1 224 pb 223 pb 190 pb 

~gaveChato 108-7 224 pb 220 pb 187 pb 

Agave Azul 85-11 288 pb 247 pb 214 pb 

Agave Siguin 99-consenso 240 pb 227 pb 194 pb 

1 

1 

1 
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En total se diseñaron siete pares de iniciadores específicos en promedio para cada uno 

de los marcadores de AFLP seleccionados, excepto para el #1 08-7 con el cual 

únicamente fue posible diseñar cinco pares de iniciadores debido a sus características. 

Sin embargo, únicamente dos pares de iniciadores por cada variedad fueron sintetizados 

para su validación. 

Del total de los pares de iniciadores diseñados solamente un grupo fue seleccionado para 

su síntesis de acuerdo a los siguientes criterios: 1) la diferencia de Tm entre ambos sea la 

mínima 2) el %GC de cada iniciador no sea menor al del templado (sea mayor ó igual su 

contenido de GC) 3) la diferencia entre la Tm de cada in iciador versus con la Tm de la 

secuencia interna sea la mínima 4) se consideran aquellos dos pares de iniciadores con 

diferentes tamaño de amplicón y cuya región de hibridación en la secuencia interna sea lo 

más distante posible. En el Cuadro 5 se muestran los pares de iniciadores seleccionados 

para ser sintetizados . 
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Cuadro 5. Iniciadores diseñados específicos a las secuencias AFLP caracterizadas en la especie Agave tequilana Weber, seleccionados 
para su síntesis. 
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Los iniciadores específicos seleccionados fueron sintetizados para ser validados 

directamente por amplificación de ADN genómico en las variedades: Azul , Sigüin , Chato y 

Moraleño de la especie A. tequilana Weber. En todos los casos se obtuvo el fragmento 

correspondiente al tamaño esperado de amplicón; sin embargo, algunos de los iniciadores 

específicos presentaron bandas adicionales lo que indica inespecíficidad ó en su caso 

presencia de alelas múltiples. 

El par de iniciadores específicos SCR_03 diseñado a partir de un fragmento AFLP, 

caracterizado en la clona 108-7 (G51 08-Ch224) y específico a la variedad Chato, generó 

el amplicón de tamaño esperado de 160 pb entre otros fragmentos que posiblemente 

sean otros alelas de tal marcador de AFLP (Figura 5) . 

Figura 5. Va lidación del par de in iciadores específicos SCR_03 
diseñados en gel de agarosa al 3% para el fragmento de la variedad 
Chato G5108-Ch224-Z. M: Marcador Molecular, pi: Plásmido 
recombinante, A: Agave Azul , S: Agave Sigü in, M8 : Agave Moraleño, 
Ch: Agave Chato, Elu ído: fragmentos de AFLP recuperados del 
marcador G51 08-Ch224 del gel de poliacrilamida del cual fue aislado. 
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Mientras que los iniciadores específicos SCR_01 y SCR_04 diseñados a partir de 

fragmentos de AFLP caracterizados en marcador G5140-Mñ251 y el otro en G5106-

Mñ 178, ambos específicos a variedad Moraleño, generaron amplicones con el tamaño 

esperado de 142 pb y 100 pb, respectivamente (Figura 6) . Entre ambos, únicamente el 

marcador de AFLP G5140-Mñ251 al ser evaluado con el SCR_01 identificó un alelo 

simple, mientras que se observa un patrón multialélico presentado por algunas variedades 

con el marcador G51 06-Mñ178 al ser evaluado con el SCR_04. 

A 

f ln.llltttote ft) 

B 

_._.--:::J 
~· ----· 1-· 

Figura 6. Va lidación de iniciadores específicos SCR_01 (A) y 
SCR_04 (B) en gel de agarosa al 3%, iniciadores diseñados para los 
fragmentos de la variedad Moraleño: G5140-Mñ251 -7/8 y G5106-
Mñ178-.§, respectivamente. M: Marcador Molecular, pi: Plásm ido 
recombinante, A: Agave Azul, S: Agave Sigüin , M8 : Agave Moraleño, 
Ch: Agave Chato, Eluído: fragmentos AFLP recuperados del 
marcador G5140-Mñ251 (A) y G5106-Mñ178 (B) del gel de 
poliacril am ida. 
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Los iniciadores específicos SCR_OS y SCR_06 generaron un amplicón de 159 pb como 

era lo esperado, fueron diseñados a partir de la secuencia común de siete clonas 

(secuencia consenso) de los fragmentos encontrados en el marcador AFLP G299-Sg240 

específicos a la variedad Sigüin (Figura 7). Ambos pares de iniciadores fueron diseñados 

para hibridar en regiones diferentes de la misma secuencia consenso AFLP caracterizada 

del marcador G299-Sg240 y fueron validados en ADN genómico nuevamente preparado 

para cada una de las diferentes variedades de la especie A. tequilana Weber. 

Adicionalmente, ambos iniciadores generaron una banda única con ausencia de 

productos de hibridación inespecífica al probarlos en un rango de 2°C de la temperatura 

de alineamiento, no fueron detectados tampoco bandas adicionales que pudieran ser 

alelas alternativos ó bandas inespecíficas. 

Por lo tanto, el marcador G299-Sg240 no presenta un patrón multialélico en los genomas 

de las variedades de la especie A. tequilana Weber evaluadas, concluyendo de manera 

preliminar que este marcador y probablemente el marcador G5140-Mñ251 se encuentran 

en el genoma del Agave como un alelo simple, comprobándose que los iniciadores 

SCR_01 , SCR_OS y SCR_06 fueron exitosamente específicos a las secuencias de AFLP 

caracterizadas ya que se lograron identificar en las variedades probadas como un alelo 

único y simple sin embargo, no se encuentran de una manera específica a una sola 

variedad . 

Teniendo en consideración la ausencia de una base de datos para comparación de las 

secuencias caracterizadas de Agave, tenemos que los marcadores SCAR exploran 

regiones de secuencias caracterizadas en ADN genómico, durante la validación de los 

iniciadores diseñados de manera general , revelando así el comportamiento de cada loci 

AFLP de estudio de manera preliminar. 
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A 

B 

Figura 7. Validación de iniciadores específicos SCR_05 (A) y SCR_06 (B) en gel de 
agarosa al 3%, diseñados de la secuencia común entre 7 clonas de fragmentos AFLP 
recuperados de G299-Sg240 en la variedad Sigüin. Observamos M: Marcador 
Molecular, pi : Plásmido recombinante, A: Agave Azul , S: Agave Sigüin , M8 : Agave 
Moraleño, Ch: Agave Chato, Eluído: fragmentos AFLP eluídos recuperados del 
marcador G299-Sg240. 

48 



Capítulo 11 

Para los dos fragmentos AFLP con un 46% de identidad (clona 108-1 y clona 1 08-7) 

aislados y caracterizados del marcador G51 08-Ch224, únicamente presente en la 

variedad Chato, fueron diseñados y validados los iniciadores SCR_02 y SCR_03, 

respectivamente . El resultado fue que únicamente el SCR_03 generó un producto de 

amplificación con el tamaño esperado (Figura 5) entre otras bandas, mientras que el 

SCR_02 no generó ningún producto de amplificación con el tamaño esperado en ADN 

genómico de las variedades a pesar que sí fue amplificado en los controles del plásmido y 

en los eluídos (sin figura) . 

Únicamente el SCR_08 a pesar que amplificó en el plásmido del cual fue aislado, no 

amplificó en ADN genómico de ninguna de las variedades evaluadas, ni en el control de 

los eluídos, · así que el SCR_08 se descartó por completo. En cuanto a los demás 

iniciadores se puede mencionar que no fueron específicos para la variedad a partir de la 

cual se aisló y en muchos casos además, se observó un patrón multialélico. 

Lo anterior puede ser explicado mediante la posibilidad de que la variación detectada 

entre variedades en los perfiles de AFLPs, sea únicamente debido a mutaciones 

puntuales detectadas por las endonucleasas de restricción y debido a que los iniciadores 

SCAR fueron únicamente diseñados para la secuencia interna AFLP sin considerar tales 

sitios se perdió la especificidad para la variedad a partir de la cual fue asilada, pudiendo 

abordarse en trabajos futuros como un polimorfismo de nucleótido simple (SNP) . 

IV. DISCUSIÓN 

La metodología aplicada en este estudio para el aislamiento de fragmentos de AFLP 

específicas a las variedades Chato, Sigüin y Moraleño de la especie A. tequilana Weber, 

fue adecuada para la caracterización de sus secuencias y posteriormente utilizarlas para 

diseñar iniciadores específicos. Existen trabajos similares para otras especies , donde se 

ha reportado el desarrollo de marcadores SCAR partiendo de fragmentos polimórficos 

aislados de un perfil genómico para identificación vegetal (Shirasawa et al., 2004; Che et 

al. , 2003; Y e et al., 2006; Vidal et al. , 2000). 
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El método de elusión probado únicamente con TE resultó adecuado y muy práctico para 

la recuperación por elusión de los fragmentos del gel de poliacrilamida , en algunos casos 

sin necesidad de utilizar un amortiguador de elusión especial ó un tratamiento por calor 

como reportan Zhang et al. 2009, Negi et al., 2000, entre otros. A pesar de que los perfiles 

de AFLP no eran de reciente preparación, el uso únicamente de la solución de TE resulto 

efectivo como ha sido reportado también por Boukar et al., 2004, Gua et al., 2003, entre 

otros. Sin embargo, en la mayoría de los ensayos fue utilizado un tratamiento por calor a 

94°C como reporta Gua et al. en el 2003. Al clonar fragmentos directamente del amplicón , 

se obtuvieron diversas secuencias que al parecer son homoplásias de la técnica de 

AFLPs. 

A partir de los alineamientos de las secuencias internas encontradas en las clonas de los 

fragmentos de AFLP 108-1 y 108-7, se observó un 46 % de identidad entre ambas 

secuencias (no considerándose dentro del alineamiento las secuencias iniciadoras) . Sin 

embargo, debido a que se encontraron en ambas un 100% de alineamiento con ambos 

iniciadores de preamplificación en sus extremos 5' y 3', y una combinación de E-ACA y M

GTG en los extremos de la secuencia interna 5' y 3', correspondientes al Gel 5, se sugiere 

la presencia de alelas homoplásicos. Durante la caracterización de ambos fragmentos de 

AFLP recuperados de G51 08-Ch224 en la variedad Chato, se observó que la medida 

entre ambos fragmentos apenas distó en tres nucleótidos, lo cual no fue detectado por el 

gel de agarosa y fueron considerados como de igual tamaño. 

La homoplasia ha sido anteriormente reportada en diversos estudios con AFLP (Bonin et 

al., 2004; O' Hanlon y Peakall , 2000; Nikaido et al., 1999 y Vekemans et al. , 2002) . El bajo 

porcentaje de identidad entre ambas secuencias sugirió que son dos fragmentos de AFLP 

diferentes, eluídos de la misma banda polimórfica a la variedad Chato. Sin embargo, 

solamente uno de los dos fragmentos caracterizados fueron detectados durante su 

validación en el ADN genómico de las variedades de A. tequilana Weber con los 

iniciadores específicos diseñados. 

Contrariamente a lo esperado, en aquellas bandas identificadas en los perfiles de AFLP 

como específicas a las variedades Chato, Moraleño y Sigüin , no se encontraron 

so 
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fragmentos de ADN con secuencias internas exclusivas a dichas variedades. Los 

resultados indican que tales secuencias internas se encuentran en los genomas de las 

otras variedades evaluadas de la especie A. tequilana Weber y sugiere que únicamente 

mutaciones puntuales pudieron generar ganancia ó pérdida de nuevos sitios de restricción 

que caracterizan a una determinada variedad , permitiendo visualizar el polimorfismo en 

los perfiles de AFLP; pero sin variar la secuencia interna a la cual flanquean tales sitios de 

restricción . 

Sin embargo, a pesar de que únicamente fueron utilizados los iniciadores de la 

preamplificación con un solo nucleótido selectivo, durante la reamplificación de los 

fragmentos AFLP recuperados , fue posible identificar en las secuencias caracterizadas los 

tres nucleótidos selectivos correspondientes a la amplificación selectiva a pesar de que 

los iniciadores de la amplificación selectiva no fueron utilizados en los eluídos. Lo anterior 

es una evidencia de que los insertos presentes en las clonas son los fragmentos de AFLP 

que presentaron el polimorfismo a nivel varietal en la especie A. tequilana Weber, 

identificados en los perfiles de AFLP. Con el criterio anterior fueron descartadas las 

secuencias con la posibilidad de que fueran artefactos y/ó repeticiones de secuencias 

adaptadoras. 

Los polimorfismos a nivel de variedad de los sitios de restricción reconocidos por las 

enzimas EcoRI y Msel fueron específicos a una determinada variedad en los locus de 

AFLP analizados. En particular para los marcadores de AFLP G5140-Mñ251 (Moraleño) y 

G299-Sg240 (Sigüin) , se encontraron como alelos simples en todas las variedades 

cuando sus iniciadores correspondientes SCR_01 , SCR_OS y SCR_06 fueron validados 

cada uno en un rango de temperatura de 2°C presentando la misma banda simple. 

Debido a que ambos marcadores no presentaron un patrón multialelo son susceptibles 

para ser utilizados como marcadores AFLP a nivel de variedad mediante un rediseño de 

los iniciadores SCAR. Incluyendo en dicho rediseño de iniciadores los sitios de restricción 

que generaron su polimorfismo inicialmente en el perfil AFLP, los tres nucleótidos 

selectivos y aprovechando ahora el conocimiento de la secuencia interna completa de 

ambos marcadores proporcionado por el trabajo de caracterización de cada marcador 

AFLP. 
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El uso de RAPO para desarrollar marcadores específicos como son los marcadores SCAR 

ha sido ampliamente reportado incluso por la publicación original de Parán & Michelmore 

(1993). Así, en diversos estudios el éxito en el desarrollo de marcadores específicos para 

identificación vegetal es debida a una extensión de los iniciadores originalmente utilizados 

al generar el perfil genómico para no perder el polimorfismo inicialmente detectado y 

volverlos más específicos (Das et al., 2005; Zhang y Stommel, 2001 ; Vid al et al., 2000; 

Lee et al., 2004). 

Sin embargo, la extensión de tales iniciadores únicamente es reportado en marcadores 

SCAR derivados de RAPO, al generar marcadores SCAR derivados de AFLP, es 

importante considerar que una extensión de iniciadores inespecíficos de la 

preamplificación, no es viable ya que contienen secuencias adaptadoras (artificiales) 

ajenas al genoma estudiado. Entonces, se optaría por únicamente incluir el sitio de 

restricción completo , así como los tres nucleótidos selectivos en ambos extremos 

flanqueantes de cada fragmento de AFLP caracterizado y tomar de 15-20 pb de la 

secuencia interna caracterizada como lo reportan Xu et al. , 2001. Incluyendo así, la 

secuencia completa de los sitios de restricción en los extremos flanqueantes de cada 

marcador AFLP en los iniciadores específicos rediseñados. 

La probabilidad de encontrar un marcador de AFLP cuya secuencia interna también sea 

polimórfica es muy baja, Shirasawa et al. (2004) reportaron que a pesar de que 

identificaron 84 marcadores de AFLP polimórficos entre dos variedades de Oryza sativa, 

únicamente 14 fueron exitosamente convertidos a marcadores SCAR y siete marcadores 

de AFLP no fueron convertidos a marcadores de secuencia específica debido a que las 

secuencias que cubren dichos marcadores de AFLP (secuencias internas) fueron las 

mismas para ambas variedades. En el estudio anterior se sugiere que la mayoría de los 

polimorfismos identificados son debidos a mutaciones puntuales en los sitios de 

restricción , ya sea en los extremos flanqueantes del marcador AFLP ó en su secuencia 

interna y que la consideración de otras técnicas que incluyan ésta clase de polimorfismos 

mejorarían el proceso de conversión de marcadores de AFLP a marcadores de secuencia 

específica. 
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El resultado obtenido durante la validación de los iniciadores SCAR en A. tequilana Weber 

sugiere que el polimorfismo a nivel de variedad evidenciado en los perfiles de AFLP fue 

originado por la presencia de sitios de restricción conservados para una determinada 

variedad pero diferentes en comparación con el resto de las variedades. Posiblemente 

sea del tipo de mutación puntual , coincidente con lo reportado por Shirasawa et al. (2004) . 

Sin embargo, es importante también recalcar que en general se observaron homoplásias 

en los fragmentos de AFLP caracterizados en Agave. 

Finalmente, debido a que dicho polimorfismo en los marcadores de AFLP fue presentado 

en todo el bloque genético formado por 10 individuos diferentes de cada variedad , se 

sugiere que tal polimorfismo presente en todos los individuos analizados uno por uno, se 

encuentra también presente en cada determinada variedad. Probablemente , el 

polimorfismo evidenciado que provocara la evasión de las endonucleasas en los sitios de 

restricción para cada variedad sean causadas por mutaciones también conservadas a 

nivel de variedad que fueran acumuladas y fijadas en cada una de las variedades de la 

especie A tequilana Weber. 

De acuerdo a la teoría neutralista de le evolución molecular formulada por Motoo Kimura 

(1968) , a nivel del ADN, un factor importante para explicar la evolución (especiación) es la 

tasa de mutación y la deriva genética. Las mutaciones que sufren los individuos en una 

población suelen ser, según la teoría neutralista, neutras ó deletéreas. Si son deletéreas, 

son eliminadas rápidamente de la población , pero si son mutaciones neutras, es decir, si 

los individuos que las tienen funcionan tan bien como los que no la tienen (mutaciones 

puntuales en ADN redundante) , entonces su éxito en la población depende del azar, y de 

la deriva genética. Según Kimura , la variación genética y el polimorfismo de las 

poblaciones es un estado transitorio en el proceso de fijación de alelas neutros (Ohta, 

2002; Ohta y Gillespie, 1996; Ohta , 1992; Kimura , 1986; Kimura, 1983; Ohta, 1973; 

Kimura , 1968). 

En base a lo anterior y desde el punto de vista biológico , se sugiere que dicha evasión de 

las endonucleasas provocada por una posible mutación puntual , no sólo sea una 

mutación individual sino que sea uno de tantos cambios que ocurrieron en el genoma 
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durante la divergencia genética que originó otras variedades en la especie Agave 

tequilana Weber. En adición a lo anterior, se han propuesto dos modelos ó mecanismos 

de especiación , el modelo de especiación ecológica y el modelo de especiación por 

mutación de orden (Nosil y Flaxman , 2011 ; Schluter, 2009) . El segundo modelo, nos 

brinda una idea de cómo pudiera suceder la divergencia genética que origina nuevas 

especies por medio de aislamiento reproductivo y mediante la condición de que dicha 

mutación brinde una aptitud ventajosa en algún momento de presión selectiva donde la 

mutación azarosa arrastrada ó barrida mediante deriva génica entre generaciones pueda 

tomar importancia ante alguna presión selectiva ó bien solamente ser un rezago neutro en 

el genoma (Nosil y Flaxman , 2011 ; Schluter, 2009; Bengtsson y Christiansen , 1983). 

Finalmente y en base a nuestros resultados, concluimos que para poder caracterizar 

mediante marcadores simples la identidad genética entre variedades de la especie A. 

tequilana Weber se sugiere por un lado, caracterizar un mayor número de bandas de 

AFLP específicas a nivel de variedad hasta encontrar aquella que tenga algún 

polimorfismo en su secuencia interna, probar otras combinaciones de nucleótidos 

selectivos y desarrollar nuevos geles de poliacrilamida para su estudio. De acuerdo a la 

literatura, se prueban entre 100 y 300 combinaciones de nucleótidos selectivos para . 

encontrar un polimorfismo adecuado que resulte en un marcador SCAR (Shirasawa et al., 

2004; Busconi et al., 2006; Wong et al., 2001) sin embargo lo anterior se mantenía fuera 

de nuestro alcance en cuanto a tiempo y recursos . Por otro lado, es posible aprovechar la 

mutación puntual que originó la aparición o pérdida del sitio de restricción responsable del 

polimorfismo y utilizarlo para generar mapas de SNPs para diferenciar entre variedades. 

Los polimorfismos detectados por los sitios de restricción debieran ser utilizados en un 

rediseño de iniciadores específicos considerando las secuencias internas caracterizadas 

de los fragmentos de AFLP en conjunto con los tres nucleótidos selectivos y la secuencia 

restrictiva . Así, debieran ser inclu idos en la secuencia de los in iciadores específicos 

dichos elementos como una alternativa para así conservar el polimorfismo originalmente 

detectado, pero confiriéndole más especificidad al loci AFLP originalmente detectado 

presente en una determinada variedad de A. tequiana Weber de entre las otras 

variedades ensayadas. 
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V. CONCLUSIONES 

Se caracterizaron varios fragmentos de AFLP contenidos en bandas específicas a las 

variedades Chato, Sigüin y Moraleño en la especie A. tequiana Weber. Adicionalmente, 

cada banda caracterizada se encontró ausente en los bloques genéticos de las especies: 

A. fourcroydes, A. sisa/ana y A. angustifo/ia. 

Considerando seis pares de iniciadores diseñados específicos a dichos marcadores de 

AFLP, los cuales fueron validados en ADN genómico de cada variedad de A. tequilana 

Weber, únicamente tres pares de iniciadores específicos detectaron un alelo simple y no 

desplegaron un patrón multialélico. 
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CAPITULO 111. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES GENERALES 

l. DISCUSIÓN GENERAL 

En estudios de identidad vegetal el encontrar fragmentos del mismo tamaño y diferente 

secuencia de sus bases (homoplásicos) en una misma banda polimórfica puede aumentar 

la posibilidad de descubrir una secuencia de utilidad que sea específica a alguna especie 

vegetal ó rasgo varietal. La implicación más grave del fenómeno de la homoplasia en 

estudios poblacionales ó de evolución es que puede ser una fuente de error (Aranguren

Méndez et al., 2005; Tautz y Schlotterer, 1994). Éste es un tipo de polimorfismo 

detectable únicamente por secuenciación puede pasar inadvertido en caso de analizar 

individuos mediante amplificación por PCR y electroforesis para asignar tamaños. Esta 

fuente de imprecisión en la genotipificación con marcadores AFLP raramente es tenida en 

cuenta, sin embargo trabajos recientes señalan la comigración de fragmentos no 

homólogos como causa potencial de error en estudios de este tipo (O'Hanlon y Peakall , 

2000; Vekemans et al., 2002; Bonin et al., 2004) . 

La técnica de AFLP permite el análisis genómico diferencial mediante la identificación de 

polimorfismos originados por mutaciones en los sitios de restricción. Si el polimorfismo en 

las variedades Chato, Sigüin y Moraleño evidenciado en los perfiles AFLP es por dicha 

causa la aplicación de otras técnicas cómo SSCP (polimorfismo conformacíonal de hebra 

simple por sus siglas en inglés) , ó SSCP-SNP permitiría evaluar mutaciones puntuales de 

tipo SNP, como ya ha sido ampliamente reportado en diferentes estudios (Bertin et. al. 

2005; Castelblanco y Fregene, 2006). En cualquier caso la identificación de secuencias 

relacionadas con cambios en el genoma que hayan contribuido a la especiación en las 

diferentes variedades de A. tequílana Weber como las mutaciones en los sitios de 

restricción ó bien algún otro cambio en el genoma que haya provocado la evasión de las 

endonuclasas, serían relevante para el desarrollo de marcadores para identificación 

vegetal en especies de Agave. 

La conversión de los fragmentos AFLP a SCAR permite trabajar a mayor escala y sus 

aplicaciones a nivel locus específico expanden de manera considerable el potencial de la 
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técnica, ello es particularmente importante para la identificación de las diferentes variantes 

de las especies de Agave donde se reconocen citotipos diversos (Palomino et. al. , 2003; 

Moreno-Salazar et. al., 2007; Palomino et. al., 2008) . En base a nuestros resultados 

obtenidos con los SCAR diseñados y considerando únicamente la secuencia interna de 

los fragmentos AFLP caracterizados observamos que se perdió la especificidad varietal 

de las bandas estudiadas. Esto, debido a que las secuencias internas de los fragmentos 

AFLP caracterizados estuvieron presentes en todas las variedades evaluadas de la 

especie A tequilana. Así , el único polimorfismo detectado para identificar cada variedad 

con el método de AFLP se encuentra en los sitios de restricción y no en su secuencia 

interna ó a lo largo de ella. De acuerdo a todo lo anterior, es conveniente realizar el 

rediseño de iniciadores SCAR los cuales deberán contener las secuencias de los sitios de 

restricción encontrada entre las variedades de A tequilana estudiadas, donde tales 

secuencias restrictivas son propias de una determinada variedad . 

11. CONCLUSIONES GENERALES 

La caracterización de las secuencias internas de los marcadores AFLP es de utilidad para 

el estudio de regiones del genoma en Agave donde se evidenciaron polimorfismos a nivel 

varietal. 

El conocimiento de secuencias de entre -100 pb y -250 pb, fue suficiente para amplificar 

de una manera específica el locus marcador en las variedades de la especie de A 

tequilana Weber en comparación con los iniciadores utilizados que generaron un perfil 

complejo de AFLP. 

Durante la validación del total de los iniciadores específicos, únicamente los iniciadores 

SCR_05 y SCR_06, diseñados mediante la secuencia consenso para varios fragmentos 

encontrados en el marcador G299-Sg240 específico de la variedad Sigüin, amplificaron 

una banda única presente en cada una de las cuatro variedades evaluadas de la especie 

A tequilana Weber, con ausencia de productos de amplificación inespecíficos y/ó alelas 

alternativos. 
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111. PERSPECTIVAS 

Las secuencias internas de AFLP caracterizadas pueden ser de utilidad para el estudio de 

regiones del genoma donde se evidenciaron polimorfismos a nivel de variedad . Mediante 

la aplicación de otras técnicas como la PCR inversa (Bensch et al., 2002) , PCR anclaje

Genome Walking (Brugmans et. al., 2003) , se puede rediseñar pares de iniciadores que 

tengan sus secuencias en regiones externas a las secuencias caracterizadas. Inclusive, 

se ha reportado que el uso de otras técnicas para diseñar pares de iniciadores en 

secuencias externas a las encontradas en las bandas AFLP incrementan grandemente la 

eficiencia de conversión de éstos marcadores a marcadores de secuencia específica 

como lo son los marcadores SCAR y CAPS (Shirasawa et al., 2004) . 

En futuros trabajos se recomienda considerar los sitios de restricción en las secuencias de 

los iniciadores específicos para no perder la especificidad originalmente detectada de los 

polimorfismos entre variedades durante el desarrollo de marcadores SCAR cuando se 

parte de un despliegue genómico con AFLP. 

65 



Capítulo 111 

IV. REFERENCIAS 

ARANGUREN-MÉNDEZ J. A , R. ROMÁN-BRAVO, W. !SEA, Y. VILLASMIL, Y J. 

JORDANA (2005). Los microsatélites (STR's) , marcadores moleculares de ADN por 

excelencia para programas de conservación: una revisión . Arch Latinoam Prod 

Anim . 2005. 13: 30-42. 

BENSCH S., S. AKESSON Y D.E. IRWIN (2002) . The use of AFLP to find an informative 

SNP: genetic differences across a migratory divide in willow warblers. Mol Eco!. 11 : 

2359-2366. 

BRUGMANS B., R.G.M. VAN-DER-HULST, R.G .F. VISSER, P. LINDHOUT Y H.J. VAN

ECK (2003) . A new and versatile method for the successful conversion of AFLP 

markers into simple single locus marker. Nucleic Acid Res. 31 : 1-9 (eSS) . 

BERTIN 1. , J. H. ZHU, M. D. GALE (2005) . SSCP-SNP in pearl millet a new marker system 

for comparative genetics. Theor Appl Genet. 110: 1467-1472. 

BONIN A , E. BELLEMAIN, E.P. BRONKEN, F. POMPANON, C. BROCHMANN Y P. 

TABERLET (2004) . How to track and assess genotyping errors in population genetic 

studies. Mol Eco!. 13: 3261-3273. 

CASTELBLANCO W. Y M. FREGENE (2006) . SSCP-SNP-based conserved ortólogo set 

COS Markers for comparative genomics in Cassava (Manihot esculenta Crantz). 

Plant Mol Biol Rep. 24: 229-236. 

MORENO-SALAZAR S.F. , M. ESQUEDA, J. MARTÍNEZ Y G. PALOMINO (2007). 

Tamaño del genoma y cariotipo en Agave angustifolia y A. rhodacantha de sonora, 

México. Rev. Fitotec. Mex. 30: 13- 23. 

O ' HANLON P.C. Y R. PEAKALL (2000) . A simple method for the detection of size 

homoplasy among amplified fragment length polymorphism fragments . Mol Eco!. 9: 

815-816. 

PALOMINO, G., J. DOLEZEL, l. MÉNDEZ Y A RUBLUO (2003) . Nuclear genome size 

analysis of Agave tequilana Weber. Caryología. 56: 37-46. 

66 



Capítulo 111 

PALOMINO, G., J. MARTÍNEZ Y l. MÉNDEZ (2008) . Karyotype studies in cultivars of 

Agave tequilana Weber. Caryología. 61: 144-153. 

SHIRASAWA, K., S. KISHITANI Y T. NISHIO (2004) . Conversion of AFLP markers to 

sequence-specific markers for closely related lines in rice by use of the rice geno me 

sequence. Mol Breeding.14:283-292. 

TAUTZ, D. Y C. SCHLOTTERER (1994) . Simple sequences. Curr. Opinion Genet 

Develop. 4: 832-837. 

VEKEMANS X. , BEAUWENS T. , LEMAIRE M. Y ROLDAN-RUIZ l. (2002) . Data from 

amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers show indication of size 

homoplasy and of a relationship between degree of homoplasy and fragment size. 

Mol Ecol. 11 : 139-151 . 

67 



89 

(// Ofn:tjdD:J 



Anexos 

ANEXO A. Análisis de los Perfiles de AFLP en diferentes especies de Agave y en diferentes variedades 

de Agave tequilana. 

GEL 01 

BANDAS PRIMER ESCANEO DE BANDAS 

ESPECIFICAS DE AFLP 

CARACTERISTICAS DE IDENTIFICACION A. tequilana Aqa•JeSpf.. 

No. PERFIL AFLP TAMAÑO 

MARCADORSCAR BANDA PROCEDENTE (pb) Azul Siguin Mora leño Chato A angustifoUa ~- sisalana A. marginota A. fourcroydes 
PfOl -064 64 I=ERFIL 01 ACGl CIT 320 pl: + 
l'fOl-073 73 I=ERF IL 01 ACG/ CIT l SO pt + 
Pf01·071 71 FERF IL 01 ACGICIT 350 pt ... 
PtCl-070 70 ~ERF I L 01 ACGICTr 42Cpt: + 
IPW l -074 74 I= ERF il 01 ACGICIT 250 pt + 
PfOl -077 77 I=ERF il 01 ACG/ ClT 280 pb + 
Pi01·076 76 fERF il 01 ACGICTT 300 pt t 

PfOl-075 75 j:ERF il 01 ACG/ CTT 350 pt • 
PfOl-069· 69 I= ERF il 01 ACGICIT 130 pt + 

IPfOl-068 68 I=ERF IL 01 ACG/ CIT 180 pi: + 
PfOl-067 67 FERF IL 01 ACGICTT 190 pt t 

PWHl66 66 J:ERF il 01 ACG/ CTT 210p!: + 
1Pf01·065 65 I=ERF it 01 ACGicrr 240 p!: + 

c::::=J aANOAS DE NO PRIORIDAD. 

{Oesc.artadas para el e sc;aneo d\! 5.t! 1 ecc~ón de ban das A 

~ S.IGN if iCA PRESENCIA DE UNA BA~DA EN PRTICUI.Ail 
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ANEXO A. Continuación. 

GEL02 

-
BA'IDAS 1 PRIMER ESCA 'lEO DE BANDAS 
ESPECIFICAS DEAFLP 

CARACTERISTICAS DE IDENTIFICACION A. tequilana AgCIIIe spp. 

\1 No. 
PERFIL AFLP TAMAÑO 

MARCADOR SCAR BANDA PROCEDENTE (pb) Azul Siguin Mora leño Cllato A. angustifolia A. sisa/ano lA· maiJinata A. fouraoydes ' 

PF02-085 &5 PERFIL 02 ACG/CAC 290 pb + 

PF02-084 84 PERf iL 02 ACG/CAC SOOpb + 
PF02-087 S7 PERFIL 02 ACG[CAC 190 pb + 

PF02-086 S6 PERFIL 02 ACG[CAC 370 pb + 

PF02-089 19 PERFIL 02 ACG/CAC 450pb + 
-

PF02-090 90 PERF IL 02 ÁCG!CAC 350 pb + 
PF02-091 91 PERF IL 02 ÁCG,ICAC 270pb + 
PF02-092 92 PERFIL 02 ACG!CAC 180pb + 
PF02-094 94 PERF IL 02 ACG/CAC 300 pb + 
PF02-095 95 PERf iL 02 ACG/CAC 420pb + 
PF02·096 96 PERf iL 02 ACG,'CAC 110pb t 

PF02-098 98 PERFIL 02 ACG(CAC 600pb t 

PF02-099 39 PERF IL 02 ACG(CAC 250pb t 

PF02-097 97 PERf iL 02 ACG(CAC SOOpb t 

PF02·100 100 PERFIL_02_ACG!CAC 190pb + 

BANDAS DE NO PRIORIDAD. 
(Descartadas para el escaneo de se lección de bandas AFLP) 

LUSIGNIFICA PRESENCIA DE UNA BANDA EN PRTICULAR. 
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ANEXO A. Continuación. 

GEL 04 

BANDAS PRI MER E:SCANEODE BANDAS 

ESPECIFICAS DE AF LP 

CARACTERISTICAS DE IOENTIFICACION A tl!qullana Aga~~es,:p. 1 

Nc. PERFIL 1\FLP TAMAÑO 

MARCADOR SCAR BANDA PROCEDENTE fpb) Azul jSlguin Mora leño Cllato A. ai'Jgustifolia A. sisalana A marqinata A. fo!AW'O'fdi!S 

Pf04-78 7E. PERFIL 04 ll. CG}CAG 260 pó + 
Pf04· 79 70; PERf iL 04 ll,CGjCAG l20pb + 
Pf04-80 so PERf il 04 L\CG/CAG 650pb + 
Pf04-81 81 PERf il Ot ll.CG/CAG 380pb + 
P<04-82 s¡ PERfi l 04 L\CGjCAG 400pb + 
::IF04-83 s:: PERF IL_04_ ~CG¡CAG 11(}~!:1 + 

c:::=J BANDAS DE NO PRIOR lOAD. 

(Descartadas p ara e l escatleo de se lección de bandas Afl PI 

~S IGN if iCA PRESENCIA DE' UNA !BANDA EN PRTIOJLAR. 
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ANEXO A. Continuación. 

GEL OS 

BANDAS PRIMER ESCA'IJ EO DE BA'IJDAS 
ESPECIFICAS DE AF LP 

CARACTERISTICAS DE IDENTIFICACION A. tequllrma Al¡ ave spp. 
No. PERFIL AFlP TAMAÑO 

MARCADOR SCAR BANDA PROCEDENTE (pbJ Azul Siguir Mor:~lei'ic Chato A. ancrustl[olia A. s/salana A. fflOffliflatrJ A. fourcrovdes 

PFOS-lJl lJl PERF IL OS A:A/CAC 2!K> ¡:b + 
FFOS-102/120 1021120 PERF IL OS A2A/CAC 150~b + + 
FFOS-103/109 103(109 PERF IL OS A:A/CAC 240~b + t 

¡: FOS-104/110 1041110 PERF IL OS A:A/CAC 190~b + + 
PFOS-1:l7 1)7 PERF IL_OS_A:A/CAC 150¡::b + 
PFOS-1)6 1J6 PERF IL 05 A:A/CAC 190~b t 

PFOS-D8 1:)8 PERF IL OS A':.A/CAC 2SO¡::b + 
PFOS-140 (negro) II'IJ( negr PERF IL OS A:A/CAC 280~b + 

c::JsANDAS DE NO PRIORIDAD. 

(Descartadas para el escaneo de selección de bandas AFLP) 

~SIGNIFICA PRESENCIA DE UNA BANDA EN PRTICULAR. 
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ANEXO A. Continuación. 

GEL06 

BANDAS ¡>RJMERESCANEODEBANDA!> 

ESPECIFICAS DENLP 

CARACTERISTICAS DE IOENrlfiCI\OON A t,qui111nt1 Agawspp. 

No. PERFIL .\FLP TAMAÑO 

MARC"OOR SCAR BANDA PROCEIJENTE [pb) Azul Slgvln Moralell~ Chato A. aw;¡ustifolia A.sisalana A. maryinata A.fcur:roydes 

Pf06-122 122 PER~ IL 06 AAC/CAG llOpt .¡. 

PfOfi-12.1 lll PERF1l ()6 AAC/CAG 190pt + 
Pi 06-123 113 PéRf ll 06 t.AC/CAG 210pt .¡. 

?~06-124 124 PERF i ~ O~ AAC/CAG l30pt: + 
Pf 06-12.6 12.6 PERHl 06 t..AC/CAG 250pt ... 
Pi06-125 125 PERHl _06 t.AC/CAG 300pt + 

Pl06-127 127 ;lfR'il 06 t.AC/CAG 600pt + 
Pf 06-128 128 PERHL_06 t.AC/CAG 39apt + 
Pf 06-129 129 PERf il 06 MC/CAG 250pt + 
Pf06-130 130 PERHl _06_t.AC/CAG 260p t + 
Pf06-131 131 PERf il 06 t.AC/CAG 180pt + 
P=o6-132 132 PER" IL_06_AAC/CAG 130pc + 
JHOf· l33 133 :IER< iL 06 t.A(ÍCAG llSpt t 

Pf06-134 134 PERf il 06 .t.AC/CAG 140pt + 

Pf 06-13S 135 PERHl G6 t. AC/CAG 398pt + 

~BAIIIDAS OENO I'R IOR IDAO. 
(Descartadas para e1 escaneo de se'lección de bandas AFLP) 

~S IGN IFICA i'RES5N01A OE UNA !lANDA 5N I'RTICULAR. 
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ANEXO B. Fragmentos de AFLP caracterizados en Agave tequila na variedad Moraleño. 

AF lP'· lO~~S-Agave Moraleña(181ob) 

. , . ., 1"' "" 1" "1 · ~ " 1' " ' . , '1 ' " ''1 ' , . , , '' 1" ' " 1'' ' "1 ' , ., , " '' 1' "" 1 ' " "1''" " " l " ' ''l '""l '' " l " '' " '' lo 
- 10 20 30 40 so 60 ~o e: ~o 10: uu 

5...1Cl o!CG:'~!-JJr~A/Zl-J.!S~ot~6S:W:~.ArrM¡;.>J,t::rl":;;.c ~.~~-~¡.~~~G~IJ~Ij~.'Uijlj),(.( ~.Jt:':':"'C-MG..~.C'I'I!lCS..!CI 'IC¡!,rSri>.~MS.~.;.~(t~C:.~/d

CWolt.&.G.\G~W.Mrrl'1G.iJ.C PI'Gí..C A;.. ';;lJ. !Jr;I.1~ I1r;GI).;.;.'It,G •~iJ.'J":!I'I((;iJ.G.i.fJI. 'I •JC G.i.fJI.'ICr!. P3'P~.o?.AAO.l.Gi-J~M!:..~rJ: 

dcldC( BcoU ~~G:OAO:AAUO.t. 
ric:1e.d. o [ ~ ~sei ·~Q~r.H31B 1•1BR 

, >to¡l1" 1tlll l" lill'l1• tno p'"'l'41 111 t10III"I"'I Itt t• Hllli''llll!1 •tllln"ll111 1tttiii1P j llllj"'t llll 
.: so 50 100 llJ 120 .:.30 140 151) 16( .:. 10 18:r 

r:-':O::-:ó-~8::--~SB::-:O~UE:~':~Cl~A-:O~lt~l:~l!O~A-· ......., .l.'fl~'IGJJ.GM.'l'lGC¡¡;,co¡~cf.~~l'A~G,l,'JN:~W..il'ii!J.C"'\'l!~~CG:~:..':G.\Sl!A'It.:G.vJ.~l'l~~C;,.rFilC.I.~.Im~ >.Gt i l 'l ~C~Cli.í#I.C~'I :¡. 
:06-8-SH:U~:~lol. :OP.'If..DA ..!.~'I'IG..U.•11.t 'I'IGC:iA.C'I'ICI. :'jPA~J.J.G..; :;,o~,~_cAAsiWoJ..G.ffrnr.. ':!C !i !:: l\':r~·bMirA'I': •::M.O:.rl':r~~C/I.r:MJC.!Jñ\.~3J'1~>.bl ~ 

.::1idedor &: cll 
:~idadol;'e 1-:!tl ~~tiU~f:".EJ ~l~ !.C~C~~~.i,C 'X!.I.'! : 

Figura 8. Alineamiento de verificación como Fragmento de AFLP-1 06, clona No. 8. Secuencia clonada (secuencia sin extremos 
izquierdo y derecho del plásmido pGEM-T) , Secuencia cortada (secuencia utilizada para diseño de marcadores SCAR), 
Preamplificación (secuencia de iniciadores de la preamplificación); para el iniciador Msel la secuencia complementaria y reversa fue 
utilizada IBioEdit\. 
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ANEXO B. Continuación. 

AFLP-140·7 v 140·8 Agave Mora eiio [243 pb) 

:.:.J • •. , ., ,, , • • •• ,, . , ,, '''' 1''' '1· ' ''"'1 ' ' '' ., , , ,, , .• ,., t, ,., , .,,, , , , , ., , , ,, , , . . . , ,, ,, ., , . , ,, , ,, , . .. ,,, ,,. , ., ,,, ... 
~~------.:J,· 10 20 3J Ul SJ 00 10 80 SlC lOO ll 
l~J-S-3!CU!MC:h CLO[~J. GACTGCGTACCAA~rCA~~AGTTTGCAk~TTACAG~-''~ACAkG~CA~TC~CA&~CTGGGCrfAGCTSG~AAAAAGAA~C~GAG:CCAAAAG~~~: acTAJL~ 
1~ J ·S· 9!ClJENC:J. COR:::'Atl. , CAA'lA:OTTTGCMA TI'ÁCAG6M,~.r.CM.Gí:c.\:ikiiTC'.: c.\.~'J.'(;CTii~GCl'fAGé'l''HAAGJ..V.A.\GM:X:CAA.G.t.G:OCMAAGMG; CC:rAAA 
In~ci1tior !::oP.l QACl'GC:GTAC'tAA'n'CA 
In~.;iaC.or !':se:_ COO!.IW1,3!J!:f. 

~· · i~c ··~· · · Jó .. · 1 
• • · ~3o ·· · ~· · ·~~ó· · -~ · · · ~~é ··· · ··~~ó· · · ~· · ·~~ó·· ·~·· · ~aa · · · ~ · · ·~E·· · ~ ···23o · · · 1 

• • • 2i; · · · ~·· · ~ 
r:. ':":t 0:-·'::"8--:e:-:flC~t::::.E::::~:::::CI:-:ii.-C:=J.:-::=:-rA:-::DA:-:--..::::: fAAAAGMG'C~CCCAMA!:J.GTCCCC'I: C!fCJ.TTGGAW•;TTA':A'l':'l'A!rGCrTC l'GATCTG'J:~::ATGGA<*C!OC-.J.TTG'l' A~~·3CATt; . .;,t c TTCGT M'f. ~TGA'l' : lf 
40 ·8· eECte~IA OOR'l'ADA fAJ.AAGAAGC~CCCAAAA4J.GTCCCC'f. :!CÁTTGGAGAA~T).~'l':'l'AlGCT'l'C~ATCTG'J:~~G~A~~ATTG'l'AOG~GCATGAfCTTCGTAA'f. :ACATGAT: T 

r.ieüdor E·~clÚ 
lr.ic.i.tdor l-13ei _ Cat.PLEI>i=.l!IJBP 

.:..1 , 'r., 11 ",' 1. !1 ~. 1 r t', r 1 • • ' 1' , , 1 •• , , 1 • ' 
~ 21(] 22J 230 24J 

r:---:-4 0::-_-:B~-~a=~«:r,...E-,NC""I.,.A""""~':-J-H'-~.-DA-.=J.!: c..\CJ.TGl.'IC't :<:ACGTG'l"ri.C': C!AGGii.CfCÁt CJ. 
~0-B- ~flel,:"E:NCI.\ COl\, ADA ..t': eACJ..TGl.'IC'tC-::J.CGTG 

~ r.icüdar Eco?J. 
l r.ici!dar ;~J.sei _ CmE'L~ERt;;,rHR GT'IAC: CAGSACTCA' C 

Figura 9. Alineamiento de verificación como Fragmento de AFLP- 140 (Moraleño), secuencia encontrada en clona No. 7 y 8. Secuencia 
clonada (secuencia sin extremos izquierdo y derecho del plásmido pGEM-T), Secuencia cortada (secuencia utilizada para diseño de 
marcadores SCAR), Preamplificación (secuencia de iniciadores de la preamplificación); para el iniciador Msel la secuencia 
comolementaria v reversa fue utilizada iBioEditl. 
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ANEXO C. Fragmentos de AFLP caracterizados en Agave teguilana variedad Chato. 

AFLP·108·1· Agave Chato (223 :jb 

.:J ,. r r 1" r r • 1 r r •1 1 r ' ' r 1 , , r r 1, 1 r r 1 r r r , 1 r T •' 1 t • 'r 1 •' r' 1' r r • 1 r ,. • '1 1 • • r 1, • r ''1 • •r 1 1 1 r"' 1 1 "1 • T 1 1 1 1 ~ 1 ' 1• ' J '•,' 1•,, '' , 'T • 1, ' ' • 

...:.1 lC 21l JC ~O SC 60 10 BD ~ lOO :lo 
r.¡ • ~::-:r:-:-. ~-==-:=:~.:::._:::: .. :::~-=-:.-::~.:-:.::-: .. :-:. -:"':'.--';;;;; GAC~GCG~CAATTCACA'N;GA•~TGAAGAGTTAGACTTCACGTAGAGGil'GAAGCJ.CTGTGi\TCTCGJ. TGAA 'l'At;TTG.\. TCT~ T'l'GI:TI:>.I\!:.UQl'o):;: l'AAC l''l'GAC..V.: 

CA~ASAGGTGAAGAGTTAGACTTCACGTAGAGGil'GAAGCkCTGT~ATCTCGATGAhTA~TTGATCT~ T~~T&A~AA~IGG:~CITGAC..V.: 

Inici~dor Eco~! GAC~GCG~ACCAATTCA 

Inicü¿or I~5el CCJ.IPLE~FJlY;]F. 

lOE-1- 8BCUBNCI.A CLONAJ.A GACAAT'l'l!TGAAGACT'l'GTGJ.C 'l'CC.ATGT.AAG•~GAGTCo\l'CAAGTGA/J.G~ :'•::A: ;..C'f: GCAt;Go>GAG!A: :'GMA~: ~t<:ACf 
lOE·l·S! CU!NCIA CChTA~ ~AATTr'l'GAAGACTTGTGACTCC.ATGT.AAGGGAGTCAl'CAA~TGAAAG~:'CA:AC'f:~~~GGA~!A:~CT:~teAC' 
Iniciador BcolU 
rnic i atior Hsei_CCJ.lPI.EH.EY.::h 

.:,.¡ . ,, •• ,, ••• , .,,. ,, •• , , •• ,, •• ,, .,,. 

• l9j 2'j m 22:1 
r.o l~OE""--:1--""IlB""C~U""B""N""CI.A,..,......,..CL-ON-A-D.A--= ·~:AHA~~:v;r ~~::M: :~ACTCA!CA 
lOE-l·SBCUBNCLA CChTADA ~:ATTA~J~J~ 
Iniciador RcoH 
IniciaC.o¡ H5el CCf.IP:.l!HJ!\IBf. G::;.c : :~ACTCAfC 

Figura 10. Alineamiento de verificación como Fragmento de AFLP-1 08, clona No.1. Secuencia clonada (secuencia sin extremos 
izquierdo y derecho del plásmido pGEM-T), Secuencia cortada (secuencia utilizada para diseño de marcadores SCAR), 
Preamplificación (secuencia de iniciadores de la preamplificación); para el iniciador Msel la secuencia complementaria y reversa fue 
util izada (BioEdit) . 
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ANEXO C. Continuación. 

AFLP\.ma-7 P.~a ·.·eCha to( 220 pb 

• PllJ1 1 f!JIP I ' i U I' J! '11Jl'nJir!'JII ~' J "IIJ"11Jir~'J 'IIl'J!11PJ"UJ'Pl'JII''J!IIP J ' 1 11'J' 

J Ll 2Cl l J 40 so ro ~e a o se 
1':"1~J8..,· ·"", · '""sg,...:· .... _"Bli- C...,I-It -CJ.I,_·JJL--·' L-.C-~. -= C-AC'l&:lil'.t.'X~.~'XA:MT.CIAtAG.\';1 C~JoJ...!,G&AOOJ :::! I CC':' A1CC'If!.IJ..ttdCA'l'C C.:..rAG~G~~G.t~3Cf.loJ.G·AICOCG.:.Cct':'l~r3-'.~JAGAA':~.IJ).:f.1C': ':'l' 
DO-'i- SEZ:IBJICI:it CORIJ;..~;\ CAiiJCIMf...iJA'll ~AAi.AG&J!.G~CICClJ AlCC'II'.iJi iJ!I CA'l'CC.~~~;~16t~GAA~I~J.GAI COC•i-l<! C'.C':':;A l'~.\ttJ).~J:.\Gi.~l,;. ':"l 
!r.it.:.!.do: ee,IU ·).l.en:or.~.xu~re:. 
Irit.:. ~do: Jlls ~1 CCf11'L[ éP.E.I'ER 

• - l~,,., ., ,,rJ • •~t • J••••J•• • r ¡ • t11J " T' I J'' • •Je• • ' l " '' ' ""' '1" ' .'1' '""1' ''' •1e 1 , •• ,,. ,. , 1'''' ,,,, '""' 1'""' 1 ' " ~'" lt 

~ llJ 12C :30 l~C :50 HC 1iO lEO 1~0 20 ~lD 2Z 
.,.,lO~E--7~--~3-t'i_liJ_IfC_I_J._-CL-:~J~-i\t-Í'.-:::: PJI.!J;AA..~.\a..W...l.~f:Á.•i'.JJ.}IG'I~.:Jtf:!I ':'AIJ.:...~:;li.!..G.{IJ~I.!J.A':'U.I'I~~J;l'11 I•111l'I~I•~l'I.\f.ll~t-~.r. :; 1PI~I'GI ~.r.~Jc;.J:;t:iACIC~C..~ 
10~-7-e!rilHCIA OCR~XA l7I4~~~;ct~~~G!~AA~~A~AA~3Jf~~IAAA~lAI~r~~r2tl~Piri~~fi~r~~~~~Iri~~~ ~ 
Ir..:.·::ifüc 3:oP1 
Ir..;.o:if.:l :H Hsel o:tl~ ~BEB\'EP ~.r.~J~:;t:iACIC~~C -

Figura 11. Alineamiento de verificación como Fragmento de AFLP-108, clona No.7. Secuencia clonada (secuencia sin extremos 
izquierdo y derecho del plásmido pGEM-T), Secuencia cortada (secuencia utilizada para diseño de marcadores SCAR ), 
Preamplificación (secuencia de iniciadores de la preamplificación); para el iniciador Msel la secuencia complementaria y reversa fue 
util izada (BioEdit). 

77 




