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Resumen. Se determind el tamafio del genoma y la estructura del cariotipo de 2 poblaciones silvestres de Agave
aktites Gentry de Las Bocas y San Carlos, Sonora, México. El contenido de ADN nuclear en tejido foliar se determind
por citometria de flujo y los cromosomas se observaron en metafase mitotica de meristemos radiculares. Las plantas
en ambas poblaciones son diploides (2n= 2x= 60). El contenido promedio 2C de ADN nuclear fue de 8.404 pg;
1Cx= 4 120 millones de pares de nucledtidos. El cariotipo bimodal fue similar en las 2 poblaciones y consistio de 10
cromosomas grandes y 50 pequeiios y correspondio a 46m+6st+8t: también mostré un par de cromosomas telocéntricos
grandes con constriccion secundaria. El cociente de los brazos cromosoémicos fue diferente en los pares 7, 8, 14y 16
del grupo de cromosomas pequefios que presentan diferencias morfologicas entre las 2 poblaciones. Estos rearreglos
cromosdmicos podrian deberse a intercambios cromosdémicos heterocigéticos espontanecos y son evidencia de que
los genomas de distintas poblaciones de A. aktites se encuentran en un activo proceso de diferenciacion que podria
llevar a la especiacion. Los analisis son basicos para conocer la diversidad genética intraespecifica de A. aktites y para
establecer estrategias de conservacion in situ y ex situ para esta especie.

Palabras clave: contenido nuclear de ADN, citometria de flujo, estructura del cariotipo.

Abstract. Genome size and karyotype structure of 2 wild populations of Agave aktites Gentry from Las Bocas and San
Carlos, Sonora, Mexico were determined. Nuclear DNA content of leaf tissue was measured through flow cytometry,
and chromosomes were observed in mitotic metaphase of root tips. All individual plants studied in both populations
are diploids (2n= 2x= 60). The mean 2C nuclear DNA content was 8.404 pg; 1Cx= 4 120 million of base pairs. All
plants of the 2 populations of A. aktites show a bimodal karyotype consisting of 10 large + 50 small chromosomes and
corresponded to 46m+6st+8t; they also have a pair of large telocentric chromosomes with secondary constriction. The
arm ratio was different in pair numbers 7, 8, 14 and 16 of the small chromosome group and there are morphological
differences in these chromosomes between the 2 populations studied. These chromosome rearrangements may be
due to spontaneous heterozygous chromosomal exchange and they are evidence that the genome of 4. aktites is in
active process of differentiation among populations that could lead to speciation. These analyses are fundamental for
understanding the intraspecific genetic diversity in 4. aktites and establishing in situ and ex situ conservation strategies
for this species.

Key words: nuclear DNA content, flow cytometry, karyotype structure.

Introduccién variedades nativas (Gentry, 1982). Agave aktites Gentry se
encuentra ubicado en el subgénero Agave, grupo Rigidae

y es una especie endémica de la region sudoeste del estado

El género Agave L. es endémico del continente ameri-
cano e incluye aproximadamente 200 especies y 247 taxa
infraespecificos, de los cuales 150 especies se distribuyen
en México (Garcia-Mendoza, 2002; Garcia-Mendoza y
Chiang, 2003). En el estado de Sonora el género Agave se
encuentra representado por 26 especies, 4 subespecies y 4
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de Sinaloa y areas adyacentes del estado de Sonora. Es la
unica especie de Agave que crece de manera natural y regu-
larmente en las dunas cercanas a la playa en vegetacion
costera, aunque también se encuentran plantas a varios
kilometros de la costa. Se han colectado individuos de esta
especie en algunas islas cercanas, como la de Lechuguilla
al norte de Topolobampo, Sinaloa.

Las plantas de A. aktites son pequeiias en comparacion
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con otras especies de Agave y se reconocen por presentar
rosetas entre 40-70 cm de altura y 60-110 cm de ancho,
hojas lineares, glaucas y de color azul grisaceo, espinas
cortas, (12-20 mm de longitud), inflorescencias_panicula-
das de 3-4 m de altura con 10-15 ramas pequeiias y flores
verde palido de 60-70 mm de longitud en pequefias umbe-
las (Gentry, 1982).

El género Agave tiene un niimero cromosdmico basico
x = 30. Este valor ha sido corroborado con la observacion
de 30 bivalentes en metafase I de la meiosis en varias espe-
cies de Agave (Brandham, 1969; Pinkava y Baker, 1985;
Ruvalcaba-Ruiz y Rodriguez-Garay, 2002). El valor de x
= 30 del género Agave podria corresponder a un paleopo-
liploide, un poliploide secundario, o haberse originado de
un poliploide intragenérico (Pinkava y Baker, 1985).

Las especies de Agave presentan cariotipos bimodales
altamente conservados, formados por un grupo de 5 pares
de cromosomas grandes y 25 de pequeiios, en los cuales se
ha llevado a cabo un proceso de seleccion natural llamado
orto-seleccion cariotipica, que es la tendencia de que el
mismo tipo de rearreglo se repita una y otra vez en cromo-
somas diferentes de la misma especie (White, 1978). Este
proceso da como resultado en Agave un niimero basico (x)
uniforme y cariotipos donde se mantiene el grupo de cro-
mosomas grandes y pequeiios (Brandham y Doherty, 1998).
También se ha corroborado que en el proceso de evolucion
en Agave estan involucrados rearreglos estructurales en
el grupo de cromosomas grandes y pequefios (Brandham,
1969; Castorena-Sanchez et al., 1991; Ruvalcaba-Ruiz y
Rodriguez-Garay, 2002; Palomino et al., 2005; Moreno-
Salazar et al., 2007).

Se han realizado estudios sobre el contenido de ADN
nuclear en diferentes especies de Agave (Cavallini et al.,
1996; Zonneveld, 2003; Palomino et al., 2003; 2005;
Moreno-Salazar et al., 2007). El contenido de ADN nuclear
en plantas de Agave diploides es de 8 pg aproximadamente
(Zonneveld, 2003; Palomino et al., 2007).

En este trabajo se determino el contenido nuclear de
ADN en picogramos (pg), y en millones de pares de bases
de nucleotidos el nivel de poliploidia y la estructura del
cariotipo de 2 poblaciones silvestres de Agave aktites de
Sonora, México, con el objetivo de evaluar la variacion
inter- e intraespecifica en sus genomas; esta informacion
es basica para planear estrategias de mejoramiento, biotec-
nologia y conservacion in situ y ex situ para esta especie.

Materiales y métodos

Material vegetal y sitios de muestreo. Las plantas estudia-
das se obtuvieron de 2 poblaciones silvestres de A. aktites;
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una en Las Bocas, sitio localizado a 26° 35° N, 115° 20’
0O, y 30 m snm de altitud, en la costa del estado de Sonora
y proximo a los limites con el estado de Sinaloa; la otra,
cerca de San Carlos, en dunas proximas a la playa, a 31°
25’ N, 112° 48’ O y una altitud de 30 m snm, al noroeste
de Guaymas, Sonora. Se colectaron 10 individuos de cada
sitio, se colocaron en macetas con una mezcla de suelo
organico, arena y vermiculita y se mantuvieron durante 3
anos en los invernaderos del Jardin Botanico, Instituto de
Biologia, UNAM.

Determinacion del tamarnio del genoma y nivel de
ploidia. Se utilizaron 5 plantas de A. aktites de cada
poblacion y se realizaron 3 repeticiones por cada planta.
Se utilizaron plantas de maiz (Zea mays cv. CE-777) 2C
de ADN = 5.433 pg (Dolezel et al., 1998) como especie
de referencia. Se determiné el contenido total de ADN
nuclear, el tamafo del genoma en pg y en millones de pares
de bases de nucledtidos (Mpb) y los niveles de ploidia
mediante citometria de flujo.

Se utiliz6 un citometro de flujo (CF) Partec CA II (Par-
tec GMBH) calibrado con nucleos de eritrocitos de pollo
(Galbraith et al., 1998). La potencia del CF se ajusté para
que el histograma que representa los nucleos de la planta
de referencia apareciera en el canal 50 de la pantalla del
aparato y asegurar las condiciones optimas del CF. Los
nucleos aislados se obtuvieron de acuerdo a Palomino et
al. (2003; 2005).

Media histograma G /G Agave

2C ADN Agave = x 2C ADN planta referencia (pg)

Media histograma G /G,
planta referencia

De los genomas se obtuvo 1pg de ADN = 980 Mpb
(Bennett et al., 2000). 1pg = 2 x 10° pares de nucleotidos.
Conteos cromosomicos, cariotipo e idiograma. Para la
observacion del niimero cromosomico 2n y elaboracion
del cariotipo en plantas de A4. aktites, se utilizaron 15 a 23
células en metafase mitotica de 5 a 6 plantas de cada pobla-
cion. Los apices de raices secundarias fueron colocados en
una solucion de 8-hidroxiquinoleina 0.002 M por 6 h a 18°
C en oscuridad. Posteriormente, se fijaron las puntas de
raiz en una solucion Farmer (3 partes de alcohol absoluto:
1 parte de acido acético glacial) por 24 h. Las puntas de
raiz se hidrolizaron con HCI (IN) 15 min a 60° C y los
cromosomas se tifieron con reactivo de Schiff por 1 h y
después se colocaron en ac. propidnico y orceina al 1.8%
(Moreno-Salazar et al., 2007).

Las preparaciones se congelaron con hielo seco (Con-
ger y Fairchield, 1953) y se montaron en balsamo de
Canada. Las mejores células (15 a 23 ) se fotografiaron en
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un foto-microscopio Zeiss modelo II. Las fotografias se
utilizaron para medir los brazos cromosoémicos y la longi-
tud total del genoma. La posicion del centromero se obtuvo
siguiendo a Levan et al. (1964); el cociente de los brazos
cromosomicos (r = brazo largo/corto; q/p) se calcul6 para
cada cromosoma.

La homologia cromosdmica se establecio de acuerdo
con las similitudes en longitud y posicion centromérica.
Adicionalmente, la constriccion secundaria fue utilizada
para distinguir pares homologos entre las poblaciones. Los
idiogramas se construyeron de acuerdo con los valores
promedio del brazo corto y largo en cada par de cromo-
somas y se agruparon en cromosomas metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) y telocén-
tricos (t). El nimero de los cromosomas homoélogos se
asigno siguiendo la reduccion en la longitud del cromo-
soma, para un total de 30 pares. El indice de asimetria (TF
%) se obtuvo conforme a Sinha y Roy (1979).

Analisis estadistico.Las diferencias en el contenido de
ADN en pg y su composicion en Mpb entre los genomas
de las 2 poblaciones de A. aktites, se evaluaron con un
ANOVA anidado de 2 niveles. El modelo considero las
localidades dentro de las poblaciones y las repeticiones
de nucleos dentro de las plantas. Este modelo también se
aplico a la longitud total del genoma (LTG) y al indice de
asimetria (TF %). Los analisis se realizaron con JMP 7.0
SAS.

Resultados

La figura 1 muestra los histogramas caracteristicos
obtenidos en el analisis del contenido nuclear de ADN en
las plantas de A. aktites de Sonora. El primero se ubico
en el canal 50 y correspondio6 a ntcleos en fase G /G, del
contenido nuclear 2C de ADN para Zea mays (planta de
referencia) y otro menor en el canal 100, que represento
los nucleos en fase G,, con un contenido de 4C de ADN.
El histograma comprendido en el canal 75 corresponde a
ntcleos G /G, de A. aktites. En todas las muestras la can-
tidad de nucleos de 4. aktites en fase G, observados en
el canal 150 fue escasa, y no se observaron nucleos con
contenido de ADN mayores a 4C, lo que indica ausencia
de endopoliploidia. El analisis de la distribuciéon mostro
que aproximadamente el 99 % de los nucleos de las hojas
de Zea mays y de A. aktites estuvieron en fase G /G, En
los histogramas de las muestras analizadas se obtuvieron
valores de coeficiente de variacion (CV) con valores de
1.28 a 4.17 %, lo que valido las repeticiones obtenidas en
este estudio (Dolezel et al., 1997).

Las cantidades 2C de ADN calculado con base en el
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Figura 1. Estimacion del contenido de ADN nuclear en picogra-
mos por citometria de flujo. Los histogramas 1 y 3 representan
los nticleos en G, y G, de Zea mays (planta de referencia) y el
histograma 2 los nucleos en G, de Agave aktites diploide (2n = 2x
=60) de la poblacion de Las Bocas, Sonora.

cociente del valor de la muestra respecto a la media de
los histogramas se observan en el Cuadro 1. El promedio
del tamafio del genoma 2C de ADN fue = 8.408 pg con
una composicion del genoma 1Cx (grupo de cromosomas
monoploide; Greilhuber et al., 2005) = 4120 Mpb para la
poblacion de A. aktites de Las Bocas. En la poblacion de
San Carlos se observaron valores 2C de ADN = 8.400 pg y
un valor 1Cx =4119 Mpb.

Las 2 poblaciones de Agave aktites estudiadas fueron
diploides con 2n = 2x = 60 y mostraron un cariotipo bimo-
dal formado por 5 pares de cromosomas grandes y 25 pares
de cromosomas pequeiios (Cuadro 2; Figuras 2 y 3). Las
2 poblaciones de A. aktites presentaron el mismo cariotipo
formado por 46m + 6st + 8t (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Contenido nuclear de ADN y cariotipo en Agave aktites 2n = 2x = 60 de Sonora, México

Contenido 2C de Contenido 1Cx d. Formul rio Longll:joi;;al del Indice de asimetria
Localidad ADN (pg*) onfemdo I de. - rormuid ca & TF%
7+ EE ADN (Mpb)** tipica um 7+ EE
X+EE
Las Bocas 8.408 +£0.031 4120 46m+6st+8t 145.19 +£0.20 33.42 +0.09
San Carlos 8.400 + 0.031 4119 46m+6st+8t 142.20+0.19 34.42 +0.09
Promedio 8.404 £ 0.031 4120

*1 pg, 1 picogramo = 980 Mpb (Bennett et al., 2000).

** Millones de pares de bases de nucledtidos del grupo de cromosomas monoploides (1Cx).

Discusion

El ANOVA mostro que las diferencias observadas en la
cantidad 2C de ADN de los individuos de las 2 localidades
no fueron significativas (p = 0.3607). El valor promedio
de 2C ADN = 8. 404 pg y 1Cx = 4120 Mpb, es el pri-
mer registro de estos parametros para A. aktites. De 200
especies que pertenecen al género Agave, solamente en 27
se ha analizado el tamafio del genoma, y la mayoria son
diploides con una cantidad 2C de ADN que va de 6.0 pg en
A. fourcroydes a 9.6 pg en A. desertii (40 % de variacion en
el tamaio del genoma), Bennett y Leitch, 2005; Palomino
etal., 2007.

El contenido de ADN para las plantas diploides de
A. aktites (2C ADN = 8.404 pg) es cercana a los valores
obtenidos para A. angustifolia 2C ADN = 8.45 y 8.49 pg
(Palomino et al., 2005; Moreno-Salazar et al., 2007) y
A. rhodacantha (8.415 pg; Moreno-Salazar et al., 2007),
ambas pertenecientes al grupo Rigidae de Agave, al igual
que A. aktites. La ausencia de endopliploidia también ha
sido observada en A4. tequilana y A. angustifolia (Palomino
et al., 2003; 2005; Moreno-Salazar et al., 2007).

Todas las plantas de las 2 poblaciones de A. aktites estu-
diadas son diploides (2n =2x = 60) y en ellas se observaron
cariotipos bimodales caracteristicos del género Agave,
también presentes en otras especies silvestres y cultivadas
del género (Pinkava y Baker, 1985; Castorena-Sanchez et
al., 1991; Palomino et al., 2005; 2008; Moreno-Salazar et
al., 2007).

En los individuos de las 2 poblaciones de A. aktites
se observo el mismo cariotipo formado por 46m + 6st +
8t; sin embargo, al analizar el cociente del brazo largo (q)
entre el brazo corto (p) en los cromosomas de 4. aktites
de las 2 poblaciones, se evidenciaron diferencias grandes

en algunos pares cromosomicos. En el grupo de cromoso-
mas grandes, las variaciones son notables en los pares de
cromosomas telocéntricos 1, 2 y 3 al comparar las pobla-
ciones de Las Bocas y San Carlos (Figs. 2 B, 3 B; Cuadro
3). En el grupo de cromosomas pequeios, las diferencias
en el cociente g/p son evidentes en los pares 7, 8, 14 y 16,
y también hay diferencias en la morfologia y el tipo de
cromosoma (Cuadro 3).

En las plantas de Las Bocas, el par de cromoso-
mas numero 7 fue subtelocéntrico y en la de San Carlos
metacéntrico; el par 8 en los individuos de Las Bocas es
metacéntrico y subtelocéntrico en los de San Carlos. En
los individuos de Las Bocas el par 14 corresponde a un
metacéntrico y en los de San Carlos es subtelocéntrico. En
los individuos de Las Bocas el par 16 es subtelocéntrico,
pero metacéntrico en las plantas de San Carlos.

La media de la longitud de los cromosomas grandes es
similar en las 2 poblaciones; sin embargo, se encontraron
diferencias significativas para este parametro entre las 2
poblaciones en los pares 17 (p = 0.026), 18 (p = 0.023),
26 (p = 0.039) y 28 (p = 0.037), y marginalmente signifi-
cativa (p = 0.078) en el par 16 del grupo de cromosomas
pequenos (Cuadro 2). En las plantas de 4. aktites de Las
Bocas, la constriccion secundaria se encontrd en el par 3 de
los cromosomas telocéntricos, mientras que en las plantas
de San Carlos se evidencio en el par 2 de los cromosomas
telocéntricos (Figs. 2 B y 3 B). Los valores de indice de
asimetria (TF %) fueron similares en ambas poblaciones y
la diferencia resulto no significativa (p = 0.497; Cuadro 1).

Se encontraron diferencias entre el cariotipo de las
2 poblaciones de A. aktites en el cociente de los brazos
cromosomicos (q/p). La longitud total de los cromosomas
y la posicion de la constriccion secundaria entre pares de
cromosomas grandes evidencian cambios estructurales en
algunos cromosomas grandes y pequeiios del complemento
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Cuadro 2. Longitudes promedio (um) totales y de los brazos largos de cromosomas en metafase mitdtica de poblaciones de Agave

aktites de Sonora, México

Agave aktites

Par cromosémico Las Bocas San Carlos .
LT LBL LT
1 6.03 5.66 5.89 5.37
2 5.54 5.17 5.62 5.10%
3 5.29 4.92% 5.37 4.85
4 491 3.98 4.67 3.71
5 4.55 4.18 425 3.88
6 2.45 1.23 2.66 1.33
7 2.33 1.77 245 1.23
8 2.27 1.14 2.34 1.78
9 2.20 1.10 222 1.11
10 2.14 1.07 2.14 1.07
11 2.05 1.03 2.06 1.03
12 2.00 1.00 2.00 1.00
13 1.98 0.99 1.98 0.99
14 1.98 0.99 1.96 1.40
15 1.93 0.97 1.91 0.96
16 1.92 1.55 1.82 0.91
17 1.89 0.95 1.78 0.89
18 1.86 0.93 1.75 0.88
19 1.83 0.92 1.73 0.87
20 1.81 0.90 1.71 0.86
21 1.77 0.89 1.66 0.83
22 1.74 0.87 1.63 0.82
23 1.67 0.83 1.62 0.81
24 1.63 0.81 1.60 0.80
25 1.61 0.81 1.55 0.78
26 1.57 0.76 1.45 0.73
27 1.52 0.76 1.44 0.72
28 1.49 0.75 1.35 0.68
29 1.37 0.69 1.30 0.65
30 1.27 0.64 1.19 0.60

LT, longitud total; LBL, longitud de brazo largo.

" Par cromosomico con constriccion secundaria en los brazos largos.
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Cuadro 3. Relacion del brazo largo (q) entre el brazo corto (p) de las medias de los cromosomas de Agave aktites de 2 poblaciones de
Sonora, México

Par cromosomico LasﬁBocas Tipo de cromosoma Sanf’arlos Tipo de cromosoma
r=q/p r=qp

1 15.30 telocéntrico 10.33 telocéntrico
2 13.97 telocéntrico 9.81%* telocéntrico
3 13.30%* telocéntrico 9.33 telocéntrico
4 4.28 3.86

5 11.30 10.49

6 1.01 1

7 3.16 subtelocéntrico 1.01 metacéntrico
8 1.01 metacéntrico 3.18 subtelocéntrico
9 1 1

10 1 1

11 1.01 1

12 1 1

13 1 1

14 1 metacéntrico 2.5 subtelocéntrico
15 1 1.01

16 4.19 subtelocéntrico 1 metacéntrico
17 1.01 1

18 1 1.01

19 1.01 1.01
20 1 1.01
21 1.01 1
22 1 1
23 1 1
24 1 1
25 1.01 1.01
26 1 1.01
27 1 1
28 1.01 1.01
29 1.01 1
30 1.01 1.01

Par cromosomico: 1 a 5 cromosomas (largos) longitudes de 4.25-6.03um; 6 a 30 cromosomas (pequefios) con longitudes de 1.19 a
4.55um.
* Par cromosomico con constriccion secundaria.
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Figura 2. Agave aktites de Las Bocas, Sonora, diploide 2n =2x =
60. A, célula con cromosomas en metafase mitotica; el 3 indica el
par de cromosomas telocéntrico con constriccion secundaria en el
brazo largo. Escala 10 pm. B, idiograma con un cariotipo de 46 m
+ 6st + 8t; el asterisco indica el par de cromosomas telocéntrico
con constriccion secundaria en el brazo largo. Escala =5 pm.

cromosomico de estas plantas (Cuadros 2, 3; Figs. 2B, 3B).

La distancia entre las 2 poblaciones y las barreras fisi-
cas, como la vegetacion, son factores que podrian limitar el
flujo genético entre ellas, causar aislamiento geografico o
reproductivo y facilitar la diferenciacion de las poblaciones
debido a deriva genética. Moreno-Salazar et al. (2007), al
estudiar el contenido de ADN y el cariotipo de poblaciones
silvestres de Agave angustifolia y A. rhodacantha, encon-
traron que todas las plantas examinadas eran diploides
con 2n = 2x = 60. Agave angustifolia mostro 2 diferentes
citotipos estructurales en 3 poblaciones analizadas y A.
rhodacantha tuvo el mismo cariotipo en las 2 poblaciones
estudiadas. El cariotipo de las plantas de ambas especies
fue bimodal. Los citotipos estructurales registrados para
Agave angustifolia presentaron también un par de cromo-
somas grandes con constriccion secundaria, al igual que el
observado en el cariotipo de A. rhodacantha. En A. angus-
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Figura 3. Agave aktites de San Carlos, Sonora, diploide 2n = 2x
=60. A, célula con cromosomas en metafase mitotica, el 2 indica
el par de cromosomas telocéntrico con constriccion secundaria en
el brazo largo. Escala 10 um. B, idiograma con un cariotipo de 46
m + 6st + 8t, el asterisco indica el par de cromosomas telocéntri-
cos con constriccion secundaria en el brazo largo. Escala =5 pm.

tifolia, los citotipos estructurales observados muestran
diferentes cariotipos en términos de proporcion y tipo de
cromosomas, y se encontraron tanto en el grupo de cromo-
somas grandes como pequefios.

Estos cambios en la estructura de los cromosomas son
ocasionados por intercambios heterocigoticos espontaneos
que ya se han registrado en varias especies de Agave (Palo-
mino et al., 2005; Moreno-Salazar et al., 2007). En el caso
de A. aktites, aunque la diferencia entre los cromosomas
de las 2 poblaciones estudiadas es notable, no se encon-
traron citotipos estructurales diferentes, como se observo
en poblaciones de 4. angustifolia (Moreno-Salazar et al.,
2007); sin embargo, es evidente que los genomas de las
plantas de las poblaciones de A. aktites se encuentran en
un proceso activo de diferenciacion que podria finalmente
llevar a la especiacion.
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