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RESUMEN 

 

El género Agave es endémico de América y se considera uno de los cultivos más 

representativos de México debido a su importancia en la economía del país. Se realizó el 

análisis citológico de la microsporogénesis en Agave tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia  

var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’. Se encontraron diversas anormalidades como: puentes 

cromosómicos, cromosomas retrasados, micronúcleos, mónadas, diadas y triadas. El análisis 

morfológico del polen, junto con las microsporas 2n antes mencionadas, confirmó la presencia 

de polen 2n así como sus frecuencias. Se identificaron dos diferentes mecanismos de 

restitución en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’: el primer mecanismo es 

una falla en la citocinesis II, la cual dio lugar a la formación de diadas con dos células 2n y 

triadas con dos células n y una célula 2n; el segundo mecanismo involucra un huso mitótico 

anormal, el cual dio lugar a la formación de triadas con dos células n y una célula 2n. Así 

mismo, se observó la presencia de mónadas en ambas especies, lo cual pudo ser provocado por 

una falla en la citocinesis en ambas divisiones meióticas. Las diadas, triadas y polen gigante 

encontrados en las especies de Agave, indican la presencia de un mecanismo de restitución 

involucrado en la formación de gametos 2n en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. 

‘Lineño’, el cual es equivalente a la Restitución de la Segunda División Meiótica. 

 

Además de esto, se realizó un análisis citogénetico en A. tequilana var. ‘Azul’, A. cupreata y 

A. angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’, el cual mostró que todas las especies poseían un 

número cromosómico diploide 2n = 60, con un cariotipo bimodal compuesto de cinco pares de 

cromosomas grandes y 25 pares de cromosomas pequeños. Así mismo, se observaron 

diferentes fórmulas cariotípicas con una constricción secundaria en un par de cromosomas 

grandes en todas las especies. Se utilizó la hibridación in situ fluorescente (FISH) para el 

mapeo físico del 5S y 45S de ADN ribosomal (ADNr). Todas las especies analizadas 

mostraron que el 5S de ADNr se localizó en ambos brazos de un par de cromosomas 

pequeños, mientras que el 45S de ADNr estaba asociado a la constricción secundaria de un par 

de cromosomas grandes. Los datos del análisis de la FISH aportan nueva información acerca 

de la posición y número de los loci de ADNr y ayudan en la detección de híbridos en 

programas de mejoramiento así como en estudios evolutivos en el género.  
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ABSTRACT 
 

Agave is endemic of America and is one of the most important crop in Mexico due to its key 

role in the country’s economy. A cytological analysis of the microsporogenesis was carried 

out in Agave tequilana var. ‘Azul’ and A. angustifolia var. ‘Lineño’ and ‘Cimarron’. Several 

abnormalities such as chromosomal bridges, lagging chromosomes, micronuclei, monads, 

dyads and triads were found. The morphological analysis of the pollen, together with the 

above-mentioned 2n microspores, confirmed the presence of 2n pollen as well as its 

frequency. In both A. tequilana var. ‘Azul’ and A. angustifolia var. ‘Lineño’ two different 

mechanisms were observed: the first mechanism is a failure in the cytokinesis in meiosis II 

which caused the formation of dyads with two 2n cells and triads containing two n cells and 

one 2n cell; the second mechanism involves an abnormal spindle, which caused the formation 

of triads with two n cells and one 2n cell. Likewise, the presence of monads was detected in 

both species, these, might be caused by a failure of the cytokinesis in both meiotic divisions. 

Diads, triads and giant pollen found in Agave species indicate the presence of a restitution 

mechanism involved in 2n gamete formation in A. tequilana var. ‘Azul’ and A. angustifolia 

var. ‘Lineño’, which is equivalent to a Second Division Restitution mechanism. 

 

Besides this, cytogenetic analysis was carried out in A. tequilana var. ‘Azul’, A. cupreata and 

A. angustifolia var. ‘Lineño’ and ‘Cimarron’ showed that in all species the diploid 

chromosome number was 2n = 60, with bimodal karyotypes composed of five pairs of large 

chromosomes and 25 pairs of small chromosomes. Furthermore, different karyotypical 

formulae as well as a secondary constriction in a large chromosome pair were found in all 

species. Fluorescent in situ hybridization (FISH) was used for physical mapping of 5S and 45S 

ribosomal DNA (rDNA). All species analyzed showed that 5S rDNA was located in both arms 

of a small chromosome pair, while 45S rDNA was associated with the secondary constriction 

of a large chromosome pair. Data of FISH analysis provides new information about the 

position and number of rDNA loci and helps for detection of hybrids in breeding programs as 

well as evolutionary studies. 
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I. ANTECEDENTES 

 

En la actualidad, el Agave es considerado un ícono de la identidad de México en todo el 

mundo, inclusive se ha considerado al Paisaje Agavero como Patrimonio Mundial declarado 

por la UNESCO, debido a la armonía entre la adaptación de la planta y el uso sustentable del 

suelo. Los agaves son plantas monocotiledóneas que se distribuyen desde el sur de Estados 

Unidos hasta Colombia y Venezuela; en nuestro país se encuentran más del 75 % del total de 

las especies conocidas del género, por lo que se le considera el centro de origen, por su mayor 

riqueza y diversidad. En México, las especies de Agave han tenido y tienen una gran 

importancia desde tiempos prehispánicos, pues los diferentes grupos indígenas de nuestro país 

las utilizaban con un sinnúmero de usos; sin embargo, el desarrollo socioeconómico ha ido 

desplazando a estos últimos, por lo que en la actualidad la mayor importancia del género 

radica en la producción de tequila y más recientemente, la producción de mezcal. 

 

En este trabajo se presentan dos vertientes de estudio de las especies del género Agave, por un 

lado, el análisis de la meiosis así como los mecanismos de restitución involucrados en la 

formación de gametos 2n y por otro, el mapeo físico de secuencias repetitivas de ADN 

ribosomal mediante la hibridación in situ fluorescente (FISH) y la obtención de los idiogramas 

correspondientes.  

 

En el género se han reportado diferentes grados de ploidía, desde diploides hasta hexaploides; 

en la actualidad, se considera como uno de los posibles orígenes de las especies poliploides a 

los gametos 2n no reducidos, los cuales se producen en la mayoría de las angiospermas y 

poseen el doble del número cromosómico. Estos gametos se forman ya sea durante la micro- o 

megasporogénesis y se ha mencionado que su producción está controlada por genes que son 

influenciados por condiciones ambientales tales como la temperatura y el estrés hídrico y 

nutricional. Estudios citológicos han demostrado que existen varios mecanismos responsables 

de la formación de gametos 2n, los cuales se conocen como mecanismos de restitución 

meiótica; dichos mecanismos se caracterizan por las diferentes consecuencias genéticas de 

cada uno de ellos. Recientemente, se ha comentado que algunas especies del género Agave 

producen polen 2n, sin embargo, hasta la fecha no se han dilucidado los mecanismos que los 
1 

 



originan, pero se cree que son a través de estos gametos que se han generado los diferentes 

grados de ploidía existentes en el género. 

 

El género Agave posee un número cromosómico básico x = 30 así como cariotipos bimodales 

que consisten en cinco cromosomas grandes y 25  cromosomas pequeños, característica que 

comparten todas las especies del género. Desde hace algunos años se ha reportado la presencia 

de citotipos estructurales y numéricos en diversas especies del género y no obstante de la 

importancia económica y social del género en el país, los trabajos acerca del mapeo físico de 

las especies del género es muy limitado, pues solamente unas cuantas especies han sido 

analizadas de las aproximadamente 166 que conforman el género. En la actualidad, el uso de 

la hibridación in situ fluorescente (FISH) en el mapeo físico de secuencias repetitivas en 

diferentes especies ha facilitado la identificación de cromosomas individuales, la organización 

de genomas, el análisis de híbridos en programas de mejoramiento y estudios evolutivos en 

plantas. Para esto, la FISH emplea sondas que son altamente repetitivas como son los ADNr, 

que son secuencias altamente conservadas por lo que se emplean como marcadores 

moleculares, pues sus posiciones pueden llegar a ser específicas a un cromosoma y esto resulta 

útil en la elaboración de los cariotipos.  

 

Debido a lo anterior, en este trabajo se realizó el análisis citológico de la meiosis en Agave 

tequilana y A. angustifolia, con el fin de identificar los mecanismos involucrados en la 

formación de gametos 2n en dichas especies, así como un análisis citogénetico en A. 

tequilana, A. cupreata y A. angustifolia, en donde los ADNr se utilizaron como sondas en la 

hibridación in situ fluorescente para identificar la posición y número de estos últimos y 

elaborar los idiogramas correspondientes. El conocimiento obtenido en este trabajo aporta las 

bases científicas para futuros programas de mejoramiento, identificación de especies en el 

género y estudios evolutivos en el mismo. 
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II. DEFINICIÓN DEL TEMA 

 

 

Es posible dilucidar los mecanismos de restitución meiótica involucrados en la formación de 

gametos 2n en el género Agave y utilizar sondas de ADNr para el mapeo físico de las especies 

del género por hibridación in situ fluorescente. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

El mejoramiento genético de los cultivos se ha realizado desde hace miles de años a la par del 

desarrollo de la agricultura como tal. Este se realizó a través de la selección e hibridación de 

individuos con ciertas características deseadas para aumentar la productividad, la resistencia a 

enfermedades, tolerancia a sequías, frío, etc; sin embargo, en el caso del Agave, el 

mejoramiento genético se ha visto limitado por el tiempo de vida de la planta así como su uso 

comercial antes de la floración. En la actualidad, las investigaciones se han enfocado en 

determinar la variabilidad de acuerdo al mecanismo de propagación utilizado, por lo que otras 

alternativas a estos programas, son el uso de polen con el doble del número cromosómico, es 

decir, polen 2n, así como la caracterización física de los cromosomas de las especies del 

género. Por un lado, al conocer los mecanismos de restitución involucrados en la formación de 

polen 2n en el género Agave se podrá utilizar este recurso, pues se conocerán las 

consecuencias genéticas del uso de dichos gametos y por otro, al identificar los sitios de 

hibridación de sondas repetitivas y su cariotipo correspondiente, se identificarán las 

características cromosómicas en las especies del mismo.   

 

Estos conocimientos serán útiles en el desarrollo de programas de mejoramiento para la 

recuperación y conservación de los recursos genéticos del género, en la identificación de 

híbridos, estudios filogenéticos y/o evolutivos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4 

 



IV. OBJETIVOS 

 

 

IV.1 Objetivo general 

Dilucidar los mecanismos de restitución meiótica en especies del género Agave y utilizar 

secuencias de ADNr para el mapeo físico de las especies del género. 

 

 

IV.2 Objetivos específicos  

1. Analizar la microspórogénesis en Agave tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. 

‘Lineño’ y ‘Cimarrón’. 

2. Determinar la presencia de polen gigante en A. tequilana y A. angustifolia. 

3. Dilucidar los mecanismos de restitución responsables de la formación de polen 2n en 

A. tequilana y A. angustifolia. 

4. Identificar el número y localización de los sitios de ADNr de trigo en A. tequilana, A. 

cupreata y A. angustifolia. 

5. Identificar el número y localización de los sitios de ADNr clonados de A. tequilana en 

A. tequilana, A. cupreata y A. angustifolia. 

6. Elaborar los idiogramas de A. tequilana, A. cupreata y A. angustifolia a partir de los 

datos obtenidos de la hibridación de los ADNr. 
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V. FUNDAMENTACIÓN 

 

V.1 Familia Agavaceae 

 

La familia Agavaceae, son plantas monocotiledóneas que se distribuyen tanto en ambientes 

áridos como semiáridos; ésta se puede dividir en dos subfamilias (Agavoideae y Yuccoideae) 

y nueve géneros (Cuadro 1). Es una familia endémica del continente americano, se distribuye 

desde el sur de Canadá hasta Bolivia y Paraguay (incluyendo Centroamérica y las islas del 

Caribe) (García-Mendoza y Galván, 1995); su presencia en las Islas Galápagos y Bermudas, 

parece ser por razones antropogénicas (García-Mendoza, 2004). En México se encuentran el 

75 % del total de las especies conocidas en la familia (García-Mendoza, 2004), lo que le 

otorga a México ser el centro de origen, por su mayor riqueza y diversidad de especies.  

 

Cuadro 1. Número total de especies de la familia Agavaceae en México. Modificado de 

García-Mendoza y Galván, (1995). 
 

Género Total de 
especies 

Especies en 
México 

Agave¹,²  166 125 (75%) 

Manfreda²  28 27 (96%) 

Polianthes² 13 13 (100%) 

Prochnyanthes² 1 1 (100%) 

Furcraea  20 11 (55%) 

Beschorneria  7 7 (100%) 

Yucca  50 30 (60%) 

Hesperoyucca  1 1 (100%) 

Hesperaloe 3 3 (100%) 

Total  289 218 (75%) 

¹ Agave sensu stricto 
² Agave sensu lato 

 

En la actualidad, el origen de la familia no se conoce del todo, pues existen diferentes 

opiniones sobre la edad estimada de la familia. Algunos reportes mencionan que se originó 
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hace 37-57 millones de años (Alvarez de Zayas, 1989), sin embargo, este fecha se modificaría 

debido a que Palacios y Rzedowski (1993) reportaron la presencia de polen de Agave con una 

edad estimada de 15-25 millones de años; recientemente Good-Avila y col. (2006) mencionan 

que la familia se originó entre 20-26 millones de años. No obstante de esto, el origen de la 

familia se ha relacionado con el surgimiento de las zonas áridas en Norteamérica desde 

mediados del Mioceno (Axelrod, 1979; Briones, 1994). Eguiarte y col. (2000) mencionan que 

las formas ancestrales de la familia fueron plantas herbáceas perennes, similares a las actuales 

Hosta, que evolucionaron rápidamente hacia formas arborescentes, y de manera secundaria se 

originaron los géneros herbáceos actuales; a partir de esto, sus especies se diversificaron y 

ampliaron su distribución gracias a diversos caracteres asociados a la adaptación a ambientes 

áridos (García-Mendoza, 2004).  

 

Las especies de la familia presentan una gran variación morfológica, pues existen plantas con 

hojas suculentas y fibrosas, en forma de roseta, con un margen de hoja dentado, denticulado o 

córneo y una espina apical (Agave, Furcraea, Hesperaloe, Hesperoyucca y Yucca), las cuales 

se han adaptado a ambientes secos y altos niveles de radiación solar; en otro grupo, se 

encuentran hierbas con órganos de reserva subterráneos, hojas con o sin fibras, con un margen 

entero o finamente denticulado y ápice sin espina terminal (Beschorneria, Manfreda, 

Polianthes y Prochnyanthes) (García-Mendoza, 2004); también se presentan biologías 

reproductivas contrastantes, algunas especies son iteróparas (policárpicas), en donde los 

individuos se reproducen cada año; mientras que otras son semélparas (monocárpicas), se 

reproducen una sola vez en su vida y después mueren (Eguiarte y col., 2000); sin embargo, 

comparten algunas características como el tipo de inflorescencia terminal, ya sea espigada o 

paniculada, con flores bisexuales, frutos capsulares y semillas con fitomelano, que les confiere 

su característico color negro (García-Mendoza, 2004).  

 

V.2 Género Agave 

 

V.2.1 Taxonomía del género 
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El nombre del género Agave significa “admirable” y fue descrito por Linnaeus en 1753. Se 

distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela incluyendo las islas del 

Caribe (García-Mendoza, 2002), tal como se ilustra en la Figura 1.  

 

 
Figura 1. Distribución del género Agave. Modificado de García-Mendoza (2002). 

 

El género ha sido objeto de diversos análisis taxonómicos desde su creación por Linnaeus, en 

donde describe cuatro especies, a partir de esto, se han realizado un sinnúmero de estudios 

taxonómicos, sin embargo, en la actualidad no existe un consenso para definir a que familia 

pertenece. En 1841, Endlicher incluye a Agave junto a Furcraea en la familia Agavaceae, 

mientras que Bentham y Hooker (1883), y Pax y Hoffman (1930), ubican a Agave y géneros 

emparentados en la familia Amaryllidaceae mientras que a Yucca y géneros cercanos los 

incluyen en la familia Liliaceae. Posteriormente, Hutchinson (1934) lo incluye en la familia 

Agavaceae junto a otros 18 géneros. En 1959, Hutchinson propone el orden Agavales, 

formado por las familias Agavaceae y Xanthorrhoeaceae, y otros han ubicado a la familia 

dentro del orden de Asparagales (Takhtajan, 1980; Dahlgren y col., 1985). En la actualidad, el 

sistema de clasificación del Grupo de Filogenia de las Angiospermas (APG III, 2009) lo 
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incluye dentro del orden Asparagales, familia Asparagaceae, subfamilia Agavoideae junto a 

otros 35 géneros, sin embargo, esta clasificación no ha sido aceptada del todo (Thiede, 2001; 

Rocha y col., 2006). 

 

El género Agave es el más grande dentro de la familia e incluye 166 especies, de las cuales, el 

75 % se encuentran en México (García-Mendoza y Galván, 1995; Eguiarte y col., 2000). El 

género Agave es parafilético a Manfreda, Polianthes y Prochnyantes constituyendo un clado 

de 208 especies (en los cuatro géneros) al que se le denomina Agave sensu lato, mientras que 

al género Agave se le conoce como Agave sensu stricto (Eguiarte y col., 2000). El género 

Agave sensu stricto se caracteriza por ser monocárpico, poseer hojas fibrosas suculentas y 

habitar en climas semi-áridos, mientras que los tres géneros incluidos en Agave sensu lato: 

Manfreda (28 especies), Polianthes (13 especies), Prochnyanthes (1 especie), son 

policárpicos, herbáceos y de climas más templados (Good-Avila y col., 2006). El género 

Agave sensu stricto se ha divido tradicionalmente en dos subgéneros de acuerdo al tipo de 

inflorescencia (Gentry, 1982). El subgénero Littaea,  comprende ocho grupos y presenta una 

inflorescencia espigada; mientras que el subgénero Agave comprende 12 grupos y poseen 

inflorescencias paniculadas. El subgénero Littaea se distribuye desde Estados Unidos hasta 

Guatemala, excepto Baja California y Yucatán, mientras que el subgénero Agave se encuentra 

desde el sur de Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela, incluyendo el Caribe y 

Centroamérica (Eguiarte y col., 2000). 

 

V.2.2 Cariotipos del género  

 

Estudios citogenéticos en cromosomas meióticos y mitóticos han confirmado que el número 

cromosómico básico del género Agave es x = 30 (Doughty, 1936; Brandham, 1969a; 

Ruvalcaba-Ruiz y Rodriguez-Garay, 2002), este valor podría pertenecer a un paleopoliploide, 

un paleopoliploide secundario o haberse originado de un poliploide intragenérico (Pinkava y 

Baker, 1985). El género presenta diferentes grados de ploidía, y se han reportado especies 

diploides hasta hexaploides (Banerjee y Sharma, 1987; Castorena-Sánchez y col., 1991; 

Palomino y col., 2005), los cuales se han determinado por el conteo cromosómico y citometría 

de flujo. 
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Las especies del género se caracterizan por un cariotipo bimodal asimétrico y altamente 

conservado, el cual está compuesto por cinco cromosomas grandes y 25 cromosomas 

pequeños, los cuales se derivan de un proceso evolutivo llamado ortoselección; este proceso 

da como resultado un número cromosómico básico uniforme y cariotipos con la misma 

estructura de cromosomas grandes y pequeños (Brandham y Doherty, 1998). 

 

A la fecha se han descrito los cariotipos de diferentes especies y variedades en el género, los 

cuales presentan el mismo cariotipo bimodal así como una constricción secundaria en uno de 

los cromosomas grandes (Palomino y col., 2005; Moreno-Salazar y col., 2007; Palomino y 

col., 2008; Palomino y col., 2010). Castorena-Sánchez y col. (1991) analizaron los números 

cromosómicos y la variación cariotípica en cinco diploides y poliploides de Agave así como un 

híbrido interseccional, y encontraron el mismo cariotipo bimodal así como una variación en 

los tipos de cromosomas. Esta variación intra e inter-específica en los cariotipos de las 

especies del género también la han reportado Palomino y col. (2005), quienes indicaron la 

presencia citotipos poliploides estructurales en A. angustifolia; Moreno-Salazar y col. (2007) 

analizaron tres poblaciones silvestres y encontraron dos diferentes citotipos. 

 

V.2.3 Morfología del género  

 

El género Agave consiste en plantas perennes, suculentas, en forma de roseta, que florecen tan 

solo una vez al final de su ciclo de vida, entre 8-20 años, dependiendo de la especie, y después 

desarrollan una larga inflorescencia. Todas las especies del género se reproducen una sola vez 

en su vida, por lo que se consideran monocárpicos, mientras que las especies de Agave sensu 

lato como Manfreda y Polianthes florecen en varias ocasiones, y se consideran policárpicos.  

 

La morfología del género Agave se ilustra en la Figura 2, donde se muestra que las hojas 

crecen en forma de espiral, su forma varía de lineal a lanceolada u ovalada, son gruesas, 

suculentas y fibrosas, dando lugar a la formación de la roseta. En los bordes de las hojas la 

mayoría de las plantas tienen dientes córneos que nacen sobre mamilas casi siempre con 

espina terminal, que les brindan una gran protección contra depredadores y que disminuyen el 

área de transpiración en las regiones más expuestas a la radiación solar. Tienen raíces fibrosas 
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superficiales y que se dispersan ampliamente, su fotosíntesis es del tipo metabolismo ácido 

crasuláceo (CAM), con estomas de apertura nocturna y fijación del carbono en ácidos 

orgánicos, principalmente ácido málico, aunque algunos son C3 facultativos, poseen cutícula 

gruesa con cera y la forma de las hojas disminuye el área expuesta a la radiación y dirige el 

agua hacia el centro de la planta (Gentry, 1982; García-Mendoza, 2007). Las flores son 

perfectas y se desarrollan en la parte terminal de una larga inflorescencia que en algunas 

especies llega a alcanzar 10 metros de altura, tiene forma espigada en el subgénero Littaea 

mientras que en el subgénero Agave es paniculada (Figura 2); el pedúnculo floral tiene 

brácteas, con flores protándricas de diferentes grados de suculencia, bisexuales, tubulares, con 

ovario inferior, poseen seis tépalos de diferentes coloraciones, y seis anteras unidas a 

estambres más largos que los tépalos y estilos, sus frutos son inferiores, triloculados, con 

placenta axial o central (Gentry, 1982; García-Mendoza, 2007).  

 

 
Figura 2. Morfología general del género Agave. Modificado de Arizaga y Ezcurra (2002). 
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V.2.4 Características reproductivas en el género 

 

El género Agave se reproduce de manera asexual y sexual, aunque muchas especies dentro del 

género se propagan por ambos mecanismos. La reproducción asexual se lleva a cabo a través 

de clones a partir de bulbilos aéreos producidos en el escapo floral, brotes laterales producidos 

por los meristemos axilares, brotes basales producidos por debajo de la roseta, o hijuelos de 

rizomas que emergen del suelo a una cierta distancia de la planta madre (Gentry, 1982; 

Arizaga y Ezcurra, 2002). La reproducción sexual es a través de la producción de semillas; 

cuando inicia la floración, la planta desarrolla una larga inflorescencia (escapo floral) con 

flores que producen mucho néctar y polen, como resultado del crecimiento del meristemo 

apical, y cuyas flores son polinizadas principalmente por murciélagos Leptonycteris y 

Choeronycteris en el caso del subgénero Agave (Gentry, 1982; Arizaga y col., 2000a, b; 

Eguiarte y col., 2000), mientras que los insectos como polillas, abejas y abejorros e inclusive 

colibríes polinizan a las plantas del subgénero Littaea (Eguiarte y col., 2000; Slauson, 2000; 

Silva-Montellano y Eguiarte, 2003). Rocha y col. (2005) mostraron que los murciélagos 

Leptonycteris curasoae, Choeronycteris mexicana y Glossophaga spp son los principales 

polinizadores en algunas especies del subgénero Littaea. Se ha mencionado que algunas 

especies no se reproducen de manera sexual, sino sólo a partir de bulbilos derivados de la 

inflorescencia (Arizaga y Ezcurra, 1995) o inclusive, algunos casos la producción tanto de 

frutos como de semillas es nula en especies auto-polinizadas (Molina-Freaner y Eguiarte, 

2003; Escobar-Guzmán y col., 2008). 

 

V.2.5 Distribución y endemismo del género 

 

En México, las poblaciones naturales de Agave habitan prácticamente en todo el territorio 

nacional, se encuentran desde altitudes de nivel del mar hasta los 3400 m, pero es  más común 

encontrarlos entre 1000-2000 m. Son abundantes en bosques tropicales caducifolios, los 

bosques espinosos, pastizales, desiertos y chaparrales; no obstante, la mayoría de las especies 

se encuentran en regiones cálidas-secas así como en bosques templados de pino-encinos y en 

menor proporción en bosques tropicales siempre verdes, subdeciduos y de niebla. Los tipos de 
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suelos que favorecen el crecimiento de los agaves son diversos, tanto de origen ígneo como 

sedimentario, principalmente caliza (García-Mendoza, 2002; García-Mendoza, 2007).  

 

La mayor diversidad de especies de Agave en México se encuentra en tres regiones: el Valle 

de Tehuacán-Cuicatlán, entre Oaxaca y Puebla, con un clima semiárido (precipitación anual de 

400 mm) y una diversidad de comunidades (bosque tropical caducifolio, bosque espinoso y 

chaparral); el noroeste del país, en la Sierra Madre Occidental, en donde predominan los 

bosques de coníferas y robles; y el Desierto Chihuahuense, al noreste del país, una zona árida 

con desiertos y chaparrales, con un clima muy seco, con altas temperaturas en verano y baja 

precipitación anual (<400 mm) (García-Mendoza, 2002). 

 

V.2.6 Características de las especies de Agave en estudio 

 

Las especies estudiadas en este trabajo son A. tequilana, A. angustifolia y A. cupreata, las dos 

primeras son cultivadas, mientras que la última es silvestre; dichas especies pertenecen al 

subgénero Agave, grupos Rigidae (A. tequilana y A. angustifolia) y Crenatae (A. cupreata).  

 

El grupo Rigidae se caracteriza por sus hojas estrechas, rígidas, tipo espada, de forma 

irradiada que forman la roseta con panículas de pequeñas brácteas, abiertas, con pocas 

ramificaciones, verdosas a amarillo pálido. Las flores son poco homegéneas, pero con mucha 

variación, no obstante de que algunas especies del grupo se identifican claramente, en algunas 

otras es una tarea muy complicada debido a la variabilidad en las mismas. A. angustifolia, se 

caracteriza por sus tallos largos, hojas angostas extendidas, lineales o lanceoladas, rígidas, 

fibrosas, planas a cóncavas, de un verde claro a gris glauco; se distribuye en bosques 

espinosos y selvas bajas caducifolias, desde Costa Rica hasta Tamaulipas, principalmente en 

Sonora. A. tequilana, se caracteriza por hojas lanceoladas, fibrosas, puntiagudas, extendidas, 

de color azul glauco a verde grisáceo, un tallo reducido y cubierto por las hojas las cuales se 

encuentran aglomeradas formando una roseta; se distribuye principalmente en pendientes 

semi-áridas del suroeste de Tequila y en la zona de los Altos de Jalisco, a altitudes de más de 

1500 m (Gentry, 1982). 
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El grupo Crenatae se caracteriza por los márgenes de las hojas muy crenados, con dientes muy 

variados, así como panículas profundas y angostas. Las flores son homogéneas, con un tubo 

floral que excede el largo de los tépalos, por lo que la clasificación de las especies dentro del 

grupo es de acuerdo a las características de las hojas. Las hojas son del verde-claro al verde-

amarillento, las hojas más jóvenes están cubiertas con un vello glauco, que se acentúa con los 

patrones impresos de las espinas de hojas anteriores. A. cupreata, se caracteriza por una 

profunda crenación café cobrizo en sus hojas verdes brillantes, lanceoladas o aovadas, con 

marcas foliares de hojas anteriores; se distribuye en las pendientes montañosas de bosques de 

pino-encino, pastizales y selvas bajas de la cuenca del río Balsas entre Michoacán y Guerrero, 

en altitudes de 1200 a 1850 m (Gentry, 1982). 

 

V.3 Poliploidía en plantas 

 

La poliploidía es la posesión de tres o más juegos completos de cromosomas y se considera 

una de las principales fuentes de diversidad genética y filogenética en la evolución de las 

angiospermas (Halverson y col., 2008), así como en la domesticación de cultivos como trigo, 

maíz y algodón (Dubcovsky y Dvorak, 2007). En las plantas, la poliploidía representa un 

mecanismo de adaptación y especiación muy importante, y se estima que entre el 47 y 70 % de 

las angiospermas son poliploides. Se clasifican como autopoliploides cuando sus genomas 

provienen del mismo individuo o especie; mientras que en los alopoliploides, sus genomas 

provienen de diferentes especies por hibridación interespecífica. No obstante, en algunas 

ocasiones esta clasificación se vuelve un tanto complicada cuando se relaciona con las 

diferentes formas de apareamiento cromosómico (Ramsey y Schemske, 1998). Este fenómeno 

evolutivo se presenta debido principalmente a tres mecanismos: los gametos 2n (debido a 

errores en la meiosis), el doblamiento somático (formación de una célula con el doble de 

cromosomas, debido a errores en la mitosis) y la polispermia (singamia de múltiples gametos) 

(Gerstein y Otto, 2009). 

 

Análisis moleculares sugieren que la mayoría de las angiospermas (>90 %) existentes 

evidencian uno o más eventos de duplicación completa de sus genomas (Leitch y Leitch, 

2008). La gran cantidad de genes duplicados encontrados en los genomas de plantas se derivan 
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de la poliploidía, ya que durante la evolución de estas plantas han ocurrido un sinnúmero de 

eventos de poliploidización recientes e incluso antiguos en diversos grupos de plantas (Adams, 

2007). La poliploidía puede dar como resultado rearreglos cromosómicos y pérdida de genes 

(Udall y Wendel, 2006), evolución de interlocus concertada de repeticiones de ADNr (Wendel 

y col., 1995), diferentes velocidades de evolución de secuencias de genes duplicados (Small y 

col., 1999), y cambios en la metilación de ADN (Lukens y col., 2006). Parece que muchas, si 

no es que todas las plantas, poseen al menos un ancestro poliploide en algún momento de su 

evolución, la cual se asocia con una gran reorganización del genoma tanto a nivel 

cromosómico como genético (Wolfe, 2001). 

 

Existen cultivos importantes con algún grado de ploidía tales como algodón, trigo, canola, 

banana, café, tabaco, caña de azúcar, papa y muchos otros (Udall y Wendel, 2006; Brownfield 

y Köller, 2010). 

 

V.3.1 Efectos genéticos de la poliploidía 

 

A mediados del siglo pasado Stebbins (1950) describió que la poliploidía era “un camino 

cerrado” en la evolución de las plantas, sin embargo, estudios recientes la han colocado como 

una importante fuerza evolutiva en las plantas (Bretagnolle y Thompson, 1995; Ramsey y 

Schemske, 1998; Halverson y col., 2008; te Beest y col., 2011). 

 

El aumento en la poliploidía en las plantas va acompañado de un aumento en el número de 

alelos por locus, esto ha provocado que se tenga la idea de que los efectos nocivos de las 

mutaciones y/o alelos recesivos son enmascarados por la redundancia genética (Comai, 2005; 

Ramsey y Schemske, 2002); esta situación puede ser importante cuando se trata de una 

población pequeña y aislada, y en donde es importante el establecimiento de una población 

poliploide (Comai, 2005; te Beest y col., 2011). Cuando la población llega a un equilibrio, los 

beneficios de la protección contra dichos alelos recesivos se ve minimizada por la alta 

frecuencia de alelos mutantes, es decir, los poliploides sufren más mutaciones nocivas que los 

diploides (Otto y Whitton, 2000).  
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La poliploidía también provoca un aumento en la heterocigocidad y heterosis de los 

individuos; seguido de un evento de alopoliploidización, esta se mantendrá a lo largo de las 

generaciones debido a que el apareamiento de cromosomas homólogos impide una 

recombinación intergenómica (Comai, 2005), mientras que en híbridos diploides disminuirán a 

la mitad en cada generación. También se ha observado una alta heterocigocidad en 

autotetrapoliploides, que es mayor cuando están presentes tres o cuatro genomas (ABCD), así 

como aumento de casi el doble del tamaño de la población, en comparación con los diploides, 

como resultado de la herencia polisómica (Birchler y col., 2003; Parisod y col., 2010). Otra 

consecuencia de la poliploidía es la diferente expresión génica, ya que la combinación de dos 

genomas puede dar lugar a la formación de diferentes expresiones génicas comparadas con los 

progenitores, inclusive puede existir una diferente expresión en órganos y tejidos, donde en 

algunos casos el gen se expresa de igual manera, en otros aumenta o disminuye, o inclusive 

puede ser silenciado (Adams y Wendel, 2005; Adams, 2007). Recientemente, se han reportado 

cambios en la expresión génica en distintas especies poliploides como son Arabidopsis y trigo 

(Comai y col., 2000; He y col., 2003); también se ha encontrado que el silenciamiento génico 

puede ocurrir desde la primera generación de la poliploidía, aunque algunos genes son 

silenciados en generaciones posteriores (Wang y col., 2004) y otros después de la 

poliploidización, pero solamente en algunos órganos de la planta, pues continúan 

expresándose en varios órganos a diferentes niveles (Adams y col., 2004). 

 

V.3.2 Orígen de la poliploidía 

 

Como se mencionó previamente, la poliploidía en las plantas se puede generar a través de 

distintos mecanismos como son: el doblamiento de cromosomas somáticos, la polispermia y 

los gametos 2n.  

 

El doblamiento de cromosomas somáticos se ha observado tanto en tejido meristemático como 

no-meristemático y en esporofitos adultos. Este mecanismo se presenta tanto en retoños 

fértiles como en células poliploides de la corteza y médula del tallo, que después de una herida 

o tumores inician su crecimiento; el doblamiento también ocurre en cigotos o embriones 

jóvenes dando lugar a la formación de esporofitos poliploides (Ramsey y Schemske, 1998). La 
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polispermia, es la fertilización de una célula huevo por más de un núcleo espermático, como 

los casos del girasol y orquídeas y muchos otros ejemplos (Vigfússon, 1970), sin embargo, se 

considera un mecanismo poco común en la formación de poliploides (Ramsey y Schemske, 

1998).  

 

A mediados del siglo XX se tenía la idea de que las especies poliploides se habían generado a 

través del doblamiento somático, y se consideraba a los gametos 2n como una forma poco 

usual en la formación de poliploides. No es sino hasta después del trabajo de Harlan y deWet 

en 1975, en donde se reconoce la importancia de los gametos 2n en la formación de los 

poliploides, pues demostraron que la mayoría de las especies producen este tipo de gametos. 

La formación de este tipo de gametos 2n, es la causa principal del origen de las especies 

poliploides de acuerdo a un sinnúmero de reportes (Bretagnolle y Thompson, 1995; Thompson 

y Lumaret, 1992; Ramsey y Schemske, 1998), por lo que se le dará un tratamiento más amplio 

que los dos anteriores y antes de iniciar el análisis de las anormalidades en la meiosis que dan 

lugar a la formación de dichos gametos, es importante revisar las características de la misma. 

 

V.3.2.1 Meiosis  

 

Las plantas superiores tienen una vida compleja que alternan entre un organismo esporofítico 

diploide y una forma gametofítica haploide. La fusión de la célula huevo y la célula 

espermática da lugar a la formación del cigoto, que es el inicio del esporofito, completando de 

esta manera su ciclo de vida. La meiosis es un tipo especializado de división celular que da 

lugar a la formación de gametos en la mayoría de las plantas, animales y hongos; de hecho, la 

reproducción sexual es una estrategia exitosa en la evolución de los seres vivos (Bell, 1982), 

esto se debe a que es capaz de recombinar los genomas de dos individuos, lo que incrementa la 

diversidad genética y hace más eficiente la selección (Rice y Chippindale, 2001). 

 

La meiosis involucra la replicación del ADN y dos divisiones celulares (meiosis I y meiosis 

II), cada división consta de cuatro fases: profase, metafase, anafase y telofase (Figura 3). 

Antes de la meiosis, durante la fase S se duplica el ADN celular para formar las cromátides 

hermanas e iniciar el proceso. En la profase I, los cromosomas homólogos se aparean, se lleva 
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a cabo la sinapsis y la recombinación entre ellos, dando lugar a la formación de quiasmas entre 

cromátides no hermanas de los cromosomas homólogos (bivalentes). En metafase I, los 

cromosomas se alinean en la placa ecuatorial. En anafase I, los dos cromosomas homólogos de 

cada uno de los bivalentes se separan y migran hacia los polos opuestos (división reduccional). 

En la telofase I, los cromosomas se segregan en dos núcleos, los cromosomas se alargan y se 

hacen difusos y se vuelve a formar la membrana nuclear. La citocinesis puede o no ocurrir en 

este momento de acuerdo al tipo de citocinesis, sucesiva o simultánea de cada especie. Cada 

célula hija recibe uno de los cromosomas al final de la primera división, la cual reduce el 

número de cromosomas a la mitad en cada célula hija. En la segunda división se separan las 

cromátides hermanas de manera ecuacional y al final del proceso, se forman cuatro células 

llamadas microsporas con un número haploide de cromosomas (Cai y Xu, 2007; Griffiths y 

col., 2005). Los gametos maduros (célula huevo y espermas) desarrollados de las células hijas 

haploides se fusionan, dando lugar a descendencia diploide o poliploide a través de la 

fertilización. Además de esto, la meiosis genera variación debido a la recombinación y 

entrecruzamiento que se lleva a cabo en la profase I, por lo que el material genético, tanto del 

padre como de la madre se “reacomoda” (Cai y Xu, 2007). 

 
Figura 3. Representación de la meiosis. Modificado de Griffiths y col. (2005). 

 

V.3.2.2 Orígen de los gametos 2n y sus consecuencias genéticas  
 

Los gametos 2n, son gametos que poseen un número de cromosomas esporofítico en lugar del 

gametofítico; la formación de estos gametos se debe por lo general a fallas en la meiosis. El 
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proceso que da lugar a la formación de este tipo de gametos se conoce como restitución 

meiótica, y ocurre durante la microsporogénesis y/o megasporogénesis (Ramanna y Jacobsen, 

2003). Existen diferentes mecanismos citológicos responsables de la formación de gametos 

2n, los cuales se han estudiado desde tiempo atrás (Veilleux, 1985; Bretagnolle y Thompson, 

1995; Ramanna y Jacobsen, 2003); tal es el caso de la papa (Solanum tuberosum L.), la cual ha 

sido una especie modelo en la identificación de las diversas anormalidades que dan lugar a la 

formación de este tipo de gametos (Quinn y col., 1974; Mok y Peloquin, 1975a; Mendiburu y 

Peloquin, 1977). Sin embargo, el estudio e identificación de los mecanismos involucrados en 

la formación de este tipo de gametos en las monocotiledóneas está aún en desarrollo, pues a 

pesar de haberse identificado dichos mecanismos en algunos géneros como Alstromeria 

(Ramanna y col., 2003), Lilium (Lim y col., 2001), Triticum (Xu y Joppa, 2000), Bracharia 

(Gallo y col., 2007), Paspalum (Pagliarini y col., 1999), todavía faltan un sinnúmero de 

géneros y especies, en donde la identificación de los mismos facilitaría el entendimiento de 

cómo se generan estos gametos. 

 

No obstante de que existen diversas anormalidades citológicas que llevan a la restitución 

nuclear en la meiosis, todas estas se engloban en tres mecanismos conocidos como: 

Restitución de la Primera División Meiótica (FDR), Restitución de la Segunda División 

Meiótica (SDR) y Restitución Meiótica Indeterminada (IMR), tal como se muestra en la 

Figura 4.  
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Figura 4. Descripción de los tres mecanismos de restitución nuclear en la microsporogénesis 

de especies monocotiledóneas con citocinesis sucesiva (Lilis). Modificado de Barba-Gonzalez 

y col. (2008). 

 

En la FDR los complementos cromosómicos se dividen de manera ecuacional antes de la 

telofase I, seguida de una citocinesis que da lugar a la formación una diada; al no existir una 

división posterior, los núcleos se restituyen en cada célula dando como resultado una diada 
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con dos microsporas 2n. En el caso de la SDR, la primera división meiótica ocurre 

normalmente y es seguida por una citocinesis produciendo una diada, las cromátides se 

dividen y en lugar de continuar con una segunda división, los núcleos se restituyen en ambas 

células de la diada, lo que genera una diada con dos microsporas 2n. El tercer mecanismo, 

IMR, se ha identificado en híbridos inter-específicos del género Lilium, el cual combina 

características de los dos mecanismos antes mencionados, ya que durante la primera división 

meiótica algunos de los univalentes se dividen de manera ecuacional (como en FDR) y 

algunos bivalentes se dividen de manera reduccional (como en SDR) antes de la telofase I, 

dando lugar a la formación de una diada sin una división posterior, por lo que se genera una 

diada con dos microsporas 2n  (Lim y col., 2001; Barba-Gonzalez, 2005; Barba-Gonzalez y 

col., 2008). 

 

Los efectos de la carga génica de los tres mecanismos son diferentes debido a la distinta 

segregación de los cromosomas. Los gametos originados a través de FDR son idénticos uno 

del otro, así como en la madre cuando no hay recombinación; pero la presencia de 

recombinación mantiene la heterocigocidad en los loci cercanos al punto de entrecruzamiento 

cromosómico (Ramanna y Jacobsen, 2003). Los gametos originados por SDR son altamente 

heterogéneos si la segregación cromosómica es al azar y el gameto está constituido por 

cromosomas de ambos padres; la región entre el centrómero y el primer punto de 

entrecruzamiento en cada par permanecen idénticos (homocigotos) mientras que los 

segmentos distales a dicho punto son heterocigotos (Ramanna y Jacobsen, 2003). En el caso 

de gametos derivados de IMR tienen el mayor grado de variación genética debido a la 

segregación al azar de algunos cromosomas como en SDR y la división ecuacional de otros 

como en FDR, aunque la heterocigocidad distal y proximal se mantiene si hay recombinación 

(Ramanna y Jacobsen, 2003). 

 

La determinación del mecanismo de restitución en una especie, se puede dilucidar a través de 

un análisis citológico de la micro y megasporogénesis, aunque esto en ocasiones es más 

complicado de lo que parece debido a que dependen de diversos mecanismos meióticos como 

son: el apareamiento cromosómico, la formación de los quiasmas y la citocinesis en la primera 

división meiótica y anormalidades del huso mitótico y la formación de la pared celular en la 
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telofase II de la segunda división, etc. (Ramanna y Jacobsen, 2003). Otros métodos para 

elucidar los mecanismos de restitución incluyen el análisis de las dos cromátides en la meiosis 

(Mok y Peloquin, 1975b) así como marcadores genéticos y moleculares (Bastiaanssen y col., 

1999).  

 

V.3.2.3 Detección de los gametos 2n 

 

En la actualidad existen diversos métodos para la detección de gametos 2n en plantas, en 

donde la mayoría de estas técnicas se enfocan en el polen, ya que es más sencillo de aislar que 

las células huevo. El polen 2n se puede identificar a través de varios métodos como son: el 

tamaño del polen, el contenido de ADN por citometría de flujo y el análisis de la 

microsporogénesis (Bretagnolle y Thompson, 1995). 

 

El método más sencillo para detectar la presencia de polen 2n en un individuo es a través de la 

tinción del polen mediante el uso de reactivos tradicionales como acetocarmín o fucsina ácida-

lactofenol, de esta manera se analiza el rango de los tamaños del polen teñido en un individuo. 

La presencia de polen más grande se relaciona con el polen 2n en muchas especies, ya que el 

aumento en la cantidad de ADN provoca que el volumen del polen aumente e influya en el 

diámetro del mismo, por lo que la presencia de polen más grande o gigante, se ha utilizado 

como indicador de la producción de polen 2n en una especie y/o individuo (Yan y col., 1997; 

Becerra Lopez-Lavalle y Orjeda, 2002; Barba-Gonzalez y col., 2004; DeWitte y col., 2009). 

Cuando se grafican las frecuencias del diámetro del polen en individuos productores de este 

tipo de gametos, se observa una distribución bimodal en lugar de una distribución normal 

(Sala y col., 1989; Orjeda y col., 1990; Crespel y col., 2006). Una desventaja de esta técnica es 

el amplio traslape en la distribución del tamaño en el polen haploide y diploide como en 

algunas especies de pastos (Ray y Tokach, 1992; Jansen y Den Nijs, 1993), o que una 

distribución bimodal se relacione con polen pequeño e inviable y el polen normal (Van Laere 

y col., 2009). 

 

Un método más directo en la detección de polen 2n, es la determinación del contenido de 

ADN nuclear del polen a través de la citometría de flujo. Para determinar el contenido de 
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ADN en el polen, los núcleos se deben de liberar del mismo y eliminar los restos de pared 

celular; para esto se han utilizado métodos enzimáticos, químicos, mecánicos u osmóticos en 

diferentes especies como Begonia (DeWitte y col., 2009), Tulipa (Okazaki y col., 2005), 

Lilium (Lim y col., 2004), Rosa rugosa (Roberts, 2007). Esta técnica compara el contenido de 

ADN en los núcleos de polen con el contenido de ADN en tejido foliar, lo que supone que el 

polen n tenga la mitad del contenido de ADN, es decir, (1C), mientras que el polen 2n tiene el 

mismo contenido de ADN que los núcleos del tejido foliar (2C) de la misma planta (DeWitte y 

col., 2011).  

 

La presencia de mónadas, diadas y triadas encontradas durante el análisis de la 

microsporogénesis se ha asociado con la presencia de polen 2n; aunque este análisis provee 

una alternativa para la detección de polen 2n, no asegura la vialidad del mismo, ya que 

dependen además de la segregación cromosómica y de la maduración posterior del polen 

(DeWitte y col., 2011). A pesar de este inconveniente, el análisis de la microsporogénesis 

puede ayudar a identificar el mecanismo de restitución involucrado en la formación de los 

gametos 2n, aunque en algunos casos, es más complejo de lo que parece debido a que 

dependen de varios factores como son el apareamiento cromosómico, la formación de 

quiasmas y la citocinesis (Ramanna y Jacobsen, 2003), además de que en algunas ocasiones se 

ha identificado la presencia de diferentes mecanismos citológicos en un mismo individuo 

(Ferris y col., 1992; Taschetto y Pagliarini, 2003; Zhang y Kang, 2010).  

 

V.3.2.4 Importancia de los gametos 2n en el mejoramiento genético 

 

La generación de plantas poliploides mediante el uso de gametos 2n se lleva a cabo desde 

antes del descubrimiento de la colchicina, sin embargo, estas prácticas eran muy ineficientes, 

pues se realizaban de manera natural en los invernaderos de los agricultores y en muchas 

ocasiones, las plantas poliploides pasaban desapercibidas. En la actualidad, los gametos 2n se 

utilizan para aumentar el grado de ploidía en cultivos de interés así como una forma de 

transmitir genes deseables de especies nativas a especies cultivadas (Peloquin y col., 1999; 

Carputo y col., 2000). 

 
23 

 



No obstante del conocimiento de los gametos 2n en diversos géneros, el uso de este tipo de 

gametos en programas de mejoramiento ha sido principalmente en papa, alfalfa, rosa y lilis 

(Mok y Peloquin, 1975a; Mok y Peloquin, 1975b; Crespel y col., 2006; Barba-Gonzalez y col., 

2004; Barba-Gonzalez y col., 2005; Tavoletti y col., 1991a; Tavoletti y col., 1991b). Otro caso 

del mejoramiento genético es el de la caña de azúcar, la cual es un octaploide (2n = 80) de 

origen híbrido. Para mejorar la caña cultivada, denominada caña noble (Saccharum 

officinarum) se cruzó con la especie silvestre S. spontaneum. Como resultado se obtuvieron 

plantas F1 que consistían del complemento somático de S. officinarum y un complemento 

haploide de S. spontaneum que se denominó apareamiento 2n+n. Posteriormente se 

retrocruzaron los híbridos F1 de S. officinarum x S. spontaneum con S. officinarum y su 

progenie también fue 2n+n (así como n+n), en la mayoría de los casos (Ramanna y Jacobsen, 

2003). Otros ejemplos del uso de gametos 2n en programas de mejoramiento genético son el 

trébol rojo (Parrot y Smith, 1984), arándano (Lyrene y col., 2003), Alstroemeria (Ramanna y 

col., 2003), Lilium (Van Tuyl y col., 2002), cassava (Hahn y col., 1990) y alfalfa (Veronesi y 

col., 1986). 

 

En el mejoramiento genético se busca maximizar la heterocigocidad de los individuos 

empleados para fines comerciales (DeWitte y col., 2011); el aumento en la heterocigocidad se 

puede obtener al incrementar el grado de ploidía de los individuos debido a la presencia de tres 

o más alelos en un mismo locus en comparación con los individuos diploides (Sanford, 1983). 

La heterocigocidad en los poliploides depende tanto de la heterocigocidad de los padres como 

del mecanismo de restitución involucrado en la formación de los gametos 2n; como se 

mencionó previamente, los gametos 2n derivados de FDR con un entrecruzamiento transmiten 

el 80% de la heterocigocidad de los padres, mientras que un mecanismo FDR sin 

entrecruzamiento transmite el 100% de heterocigocidad. Por otro lado, un mecanismo SDR 

trasmite solamente el 40% de heterocigocidad, mientras que a través de un mecanismo IMR, la 

heterocigocidad es más complicada de determinar debido a que es una combinación de ambos 

mecanismos (FDR y SDR) (Bretagnolle y Thompson, 1995). Los gametos 2n derivados de un 

mecanismo FDR son más importantes en la obtención de híbridos heterocigotos, mientras que,  

cuando se desea fijar una característica en un  cultivo, se hace  uso de gametos 2n derivados de 

un mecanismo SDR debido a la homocigocidad de los mismos. 
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El desarrollo de cultivos sin semillas es un gran mercado comercial y económico, que desea 

frutos sin semillas, por lo que se ha utilizado el principio de las plantas triploides en el 

desarrollo de este tipo de cultivos como las sandías, mandarinas y plátanos (Olsen, 2006). 

Estos cultivos se pueden obtener a través de dos métodos: el primero de ellos, es el desarrollo 

de plantas tetraploides, lo que facilita las retrocruzas con sus parentales diploides y da como 

resultado la obtención de plantas triploides; el segundo método, es la obtención de cultivos 

triploides en un solo paso, como en el género Citrus, en donde los híbridos triploides se 

recuperan de las hibridaciones sexuales de cruzas 2x-2x y 2x-4x, derivados de la unión de 

megagametofitos 2n con polen haploide (Aleza y col., 2010). El uso de estos métodos en 

plantas ornamentales es muy limitado, pues existen muy pocos ejemplos del uso de triploides 

en programas de mejoramiento, con la excepción del desarrollo de varios cultivares triploides 

de la rosa de sharon (Hibiscus syriacus L.)  (Egolf, 1981; Egolf, 1986; Egolf, 1988). 

 

V.4 Secuencias repetitivas  

 

El genoma de las plantas está constituido por secuencias de genes de bajo número de copias y 

secuencias regulatorias que constituyen un bajo porcentaje del total de ADN nuclear, mientras 

que el mayor porcentaje del genoma corresponde a secuencias repetitivas de ADN (Kubis y 

col., 1998). Las secuencias repetitivas de ADN se dividen en dos grandes grupos, de acuerdo a 

su organización genómica y localización en los cromosomas. Un grupo corresponde a aquéllas 

secuencias que se repiten de manera consecutiva, es decir, forman unidades en tándem, en 

donde las copias individuales son adyacentes unas a otras y se encuentran por lo general en 

regiones pericentroméricas, subteloméricas, teloméricas o intercaladas en los cromosomas; el 

segundo grupo corresponde a secuencias que se encuentran dispersas a lo largo del genoma 

(Kubis y col., 1998) y que se utilizan como marcadores moleculares debido a que son una 

parte importante en los genomas de la mayoría de las plantas (Heslop-Harrison, 2000). Se ha 

encontrado que en especies de importancia económica una gran proporción de su genoma son 

secuencias repetidas, por ejemplo, en el arroz sus secuencias repetidas son el 50% de su 

genoma; en el maíz el 78%, trigo 83%, cebolla 95% y el centeno 92% (Flavell y col., 1974). 
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Las secuencias repetitivas cambian rápidamente durante eventos evolutivos (Evans y col., 

1983) y son constantemente homogeneizadas dando origen a secuencias que son específicas a 

ciertos géneros, especies e inclusive a ciertos cromosomas. Consecuentemente, las secuencias 

repetitivas son fuentes de marcadores moleculares que son muy útiles en estudios de genética 

vegetal (Hemleben, 1993), pues han sido aisladas en varios géneros y se han utilizado en 

estudios filogenéticos como en Actinidia (Crowhurst y Gardner, 1991), Sorghum (Hoang y 

col., 1991), Phleum (Cai y Bullen, 1994), Cucumis (Zentgraf y col., 1992) o en programas de 

mejoramiento genético mediante introgresión en Beta (Schmidt y Heslop-Harrison, 1996), 

Alstroemeria aurea × A. inodora (Kamstra y col., 1999), Musa (D’Hont y col., 2000) y Lilium 

(Van Tuyl y col., 2005). 

 

V.4.1 ADN ribosomales 5S y 45S 

 

Los ADNr en plantas consisten del 45S (18S, 5.8S y 26S) y 5S; en las levaduras estos genes se 

encuentran co-localizados en el mismo locus, mientras que en eucariotas superiores están 

organizados en familias de arreglos en tándem de las unidades de repetición localizados en 

uno o varios sitios cromosómicos (Lavania y col., 2005; Garcia y col., 2009).  

 

Los genes del 45S de ARNr se encuentran organizados en arreglos en tándem de las unidades 

de repetición del 18S, 5.8S y 26S, de los espaciadores internos transcritos (ITS) y de los 

espaciadores externos no-transcritos (NTS), con un tamaño aproximado de 7.5-18.5 Kb 

(Mizuochi y col., 2007). Los genes del 5S de ARNr también se presentan en un alto número y 

en arreglos en tándem, y generalmente independientes del 45S de ADNr, sin embargo, la co-

localización del 5S y 45S de ADNr se ha reportado en algunas angiospermas como Silene 

chalcedonica (Siroky y col., 2001) y Artemisia spp. (Garcia y col., 2007); la unidad de 

repetición del 5S es de 0.2-0.9 Kb, con una región altamente conservada (120 pb de longitud) 

y separada de un espaciador externo no transcrito (NTS) (Specht y col., 1997) (Figura 5). El 

número de repeticiones por genoma va del rango de <1000 a >100 000, y así como otras 

familias de repeticiones, las copias de los ADNr pueden sufrir una evolución concertada 

debido a las fuerzas de homogenización, lo que da como resultado que las secuencias de todas 
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las copias sean prácticamente idénticas dentro de las especies, aunque existe cierta divergencia 

en los genes ortólogos en diferentes especies (Liu y col., 2003). 

  

 
 

 
Figura 5. Representación de las unidades de repetición de los genes del 5S (a) y 45S (b) de 

ADNr, tomado de Pinhal y col. (2008) y Pathogenic Fungi Database (PFDB). 

 

Las secuencias del 5S y 45S de ADNr se han descrito físicamente en diversas especies, y su 

distribución y número de copias en el genoma difieren en las distintas especies (Li y 

Arumuganathan, 2001). Estas secuencias son altamente conservadas, por lo que pueden ser 

empleadas como marcadores moleculares en la mayoría de las especies eucariotas como 

Triticum spp. (Jiang y Gill, 1994); Gossypium hirsutum (Ji y col., 1999); Anoplotrupes 

stercorosus (Colomba y col., 2004); Hordeum vulgare cv. ‘Plaisant’ (Cuadrado y Jouve, 

2010). 

 

V.5 Hibridación in situ fluorescente (FISH) 

 

La hibridación in situ fluorescente (FISH) es una herramienta muy útil en la citogenética de 

plantas para el mapeo físico de familias multigénicas (Mukai y col., 1991) y secuencias de 

ADN en cromosoma s de plantas (Rayburn y Gill, 1985). El uso de la FISH en el estudio de 

las plantas se inició a partir del trabajo de Rayburn y Gill (1985), en donde marcaron una 
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secuencia específica de centeno (clon pSc 119) en cromosomas metafásicos de trigo; a partir 

de esto, la técnica ha sido empleada en el mapeo de familias multigénicas (Mukai y col., 

1991), secuencias de ADN sobre cromosomas (Rayburn y Gill, 1985), mapeo de inserciones 

transgénicas (Kato y col., 2006), retroelementos (Lamb y Birchler, 2006), grupos de genes 

(Valdivia y col., 2007), inserciones de transposones (Yu y col., 2007), la identificación de 

cromosomas individuales (Brown y col., 1999; Hizume y col., 2002; Koo y col., 2004; Kato y 

col., 2004), y en la organización del genoma y evolución en plantas (Jiang y Gill, 1994). 

Debido a que los genes de los ADNr son altamente conservados, han sido ampliamente 

utilizados como marcadores moleculares debido a su alto número de copias de unidades de 

repetición, posiciones específicas en los cromosomas y secuencias altamente conservadas (Liu 

y Davis, 2011) en muchas especies eucariotas como son Triticum spp. (Jiang y Gill, 1994), 

Gossypium hirsutum (Ji y col., 1999), Anoplotrupes stercorosus (Colomba y col., 2004) y 

Hordeum vulgare cv. ‘Plaisant’ (Cuadrado y Jouve, 2010). 

 

Mediante el uso de FISH se ha podido determinar cómo las secuencias repetitivas dispersas en 

Gossypium, específicas del genoma A en los genomas diploides, han colonizado el genoma D 

de los poliploides (Hanson y col., 1998); también se ha observado que el número de loci de los 

sitios 5S y 45S de ADNr pueden cambiar en los alopoliploides, como en Sanguisorba 

(Rosaceae), donde Mishima y col. (2002) reportaron que los sitios duplicados de 5S de ADNr 

fueron eliminados después de la poliploidización, mientras que en el poliploide Zingeria 

trichopoda (Poaceae), ocurrió lo contrario, pues se observó que los sitios del 45S fueron 

eliminados (Kotseruba y col., 2003). La FISH también se ha utilizado en el análisis de 

especies poliploides y estudios filogenéticos en Lupinus (Naganowska y Zielinska, 2002), 

durante la domesticación y evolución de  Vigna unguiculata (Galasso y col., 1998), Paeonia 

(Zhang y Sang, 1999), Nicotiana (Lim y col., 2000) y Tragopogon (Pires y col., 2004) 

mediante el uso de sondas de ADN repetitivo. 
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VI. METODOLOGÍA 

 

Este trabajo fue realizado en el Centro de Investigación y Asistencia en Tecnología y Diseño 

del Estado de Jalisco A.C. (CIATEJ), en la ciudad de Guadalajara, Jalisco entre los años 2009-

2012. La metodología experimental que se utilizó en el presente trabajo se describe a 

continuación. De manera breve, se realizó el análisis de la microsporogénesis en botones 

florales de A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’ para 

identificar los mecanismos de restitución involucrados en la formación de gametos 2n así 

como las anormalidades que ocurren en la meiosis; también se llevo a cabo el análisis 

morfológico de polen para determinar la frecuencia de polen 2n en ambas especies. Por otro 

lado, se amplificaron los genes 5S y 18S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ y se clonaron en 

Escherichia coli DH5α, éstos se emplearon junto con los ADNr de trigo en la hibridación in 

situ fluorescente en las especies A. tequilana var. ‘Azul’, A. cupreata y A. angustifolia var. 

‘Lineño’ y ‘Cimarrón’. A partir de los datos obtenidos de la FISH, se elaboraron los cariotipos 

de las especies de Agave estudiadas. 

 

VI.1 Materiales 

 

VI.1.1 Microorganismos  

 

Los microorganismos empleados fueron la cepa de Escherichia coli DH5α como vector en la 

clonación de los ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ así como los clones pTa71 y pTa794 de E. 

coli, los cuales poseen las secuencias del 45S y 5S del ADNr de trigo, donados por el Dr. Hans 

de Jong del Departamento de Genética de la Universidad de Wageningen en los Países Bajos. 

  

VI.1.2 Plásmido/Vector 

 

pGEM-T Easy (Promega, Madison, USA) 

Es un vector linearizado con una timidina en 3’ en ambos extremos, lo que previene su 

recircularización y facilita la inserción de productos de PCR (Figura 6). Es un vector de alto 

número de copias que posee los promotores T7 y SP6 de la polimerasa de ARN que flanquean 
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la región múltiple de clonación dentro de la región codificante del α-péptido de la β-

galactosidasa, lo que permite la identificación de colonias recombinantes. 

 

 
Figura 6. Mapa del vector pGEM-T Easy. 

 

VI.1.3 Material vegetal 

 

Para el análisis de los mecanismos de restitución meiótica en las especies del género Agave, se 

emplearon los botones florales de A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’ y 

‘Cimarrón’. Los botones florales se colectaron en el año 2010 en la Zona de Denominación de 

Origen del Tequila para A. tequilana var. ‘Azul’ (CIATEJ, Jalisco, 20° 41' 39" N; 103° 20' 47" 

W) y en el Municipio de Tolimán, Jalisco (19° 32' 06" N; 103° 53' 44" W) para A. angustifolia 

var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’. 

 

Para la obtención de los cariotipos se utilizaron tres plantas de tres especies y dos variedades 

del género Agave: A. cupreata (Miraval, Guerrero, 17° 43' 00" N; 99° 45' 00" W), A. 

angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’ y A. tequilana var. ‘Azul’. Las plantas se colectaron 

en la Zona de Denominación de Origen del Tequila para A. tequilana var. ‘Azul’, en el 

Municipio de Tolimán, Jalisco para A. angustifolia var. ‘Lineño y ‘Cimarrón’ y en Miraval, 

Municipio de Teloloapan, Guerrero para A. cupreata. Las plantas se colocaron en macetas de 
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plástico que contenían una mezcla de turba:arena:vermiculita (3:3:1) y se mantuvieron en 

invernadero a una temperatura promedio de 28 °C y una humedad relativa promedio de 40 %.  

 

VI.1.4 Reactivos y soluciones químicas 

 

Los reactivos químicos y soluciones empleadas en este trabajo se describen en el Anexo 1. 

 

VI.2 Métodos 

 

VI.2.1 Determinación de mecanismos de restitución 

 

VI.2.1.1 Análisis de la microsporogénesis 

 

Para realizar el análisis de la microsporogénesis, los botones florales se recolectaron en 

diferentes etapas de desarrollo, se fijaron en etanol:ácido acético (3:1) al menos durante 12 h y 

se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Antes del análisis de la microsporogénesis, los botones 

florales se clasificaron de acuerdo al tamaño para determinar la etapa meiótica en que se 

encontraban las células madre de polen (CMP). Posteriormente, se extrajeron las anteras de los 

botones florales y se enjuagaron con agua bidestilada durante 15 min. Se colocaron en un 

portaobjetos y se maceraron en una gota acetorceína al 1 %. Al final, se colocó un 

cubreobjetos para su observación al microscopio Leica DMRA2 (Leica Microsystems Wetzlar 

GmbH, Wetzlar, Alemania). En los botones maduros se contabilizó el número de diadas, 

triadas, tétradas y otras microsporas presentes, mientras que en los botones inmaduros se 

analizó la meiosis así como cualquier anormalidad presente. 

 

VI.2.1.2 Ocurrencia y frecuencia de polen 2n 

 

El polen maduro se tiñó con acetorceína al 1 % para determinar su diámetro y calcular el 

promedio del mismo, y a partir de éste, la frecuencia de polen 2n. Cuando el diámetro de los 

granos de polen era 1.2-1.4 veces el tamaño promedio del polen n (Quinn y col., 1974), se 

consideró como polen 2n. El polen se fotografió con una cámara Evolution QEi Camera 
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(Media-Cybernetics, Bethesda, USA) acoplada al microscopio Leica DMRA2 (Leica 

Microsystems GmbH) y el diámetro del mismo se determinó con el programa Image-Pro 

(Media-Cybernetics). La viabilidad del polen se evaluó con la tinción de azul de anilina al 1 % 

en lactofenol (Hauser y Morrison, 1964), en donde el polen viable con características esféricas 

e íntegro, se tiñó de azul, mientras que el polen no viable, encogido y deforme, permaneció 

incoloro. 

 

VI.2.2 Mapeo físico del 5S y 45S de ADN ribosomal (ADNr) de trigo y Agave 

 

VI.2.2.1 Clonación de las secuencias de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

VI.2.2.1.1 Extracción de ADN genómico de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

Para la extracción del ADN genómico se colectaron hojas jóvenes de A. tequilana var. ‘Azul’, 

utilizando el método de CTAB. Se molieron 4 g de tejido (hojas) de A. tequilana var. ‘Azul’ 

en un mortero previamente enfriado con nitrógeno líquido. Las hojas molidas se transfirieron a 

un tubo de 50 ml y se añadieron 4 ml de buffer de extracción CTAB-PVP al 2 % a 65 °C, se 

agitó hasta obtener una suspensión viscosa. Se incubaron durante 20-30 min en baño maría y 

posteriormente se añadió un volumen similar (5 ml) de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). 

Se extrajeron por rotación durante 20 min a temperatura ambiente; los tubos se centrifugaron 

durante 30 min a 3600 rpm y el sobrenadante se transfirió a tubos de 15 ml. Se añadió 0.1 

volúmenes de buffer de CTAB al 10 % a 65 °C y se mezcló cuidadosamente. Se añadió un 

volumen similar (4 ml) de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). Se extrajeron nuevamente por 

rotación a temperatura ambiente durante 20 min, se centrifugó a 3600 rpm durante 30 min y el 

sobrenadante se transfirió a otro tubo de 15 ml. Se adicionó un volumen similar de buffer de 

precipitación de CTAB al 1 % y el ADN se precipitó invirtiendo el tubo varias veces. Los 

tubos se centrifugaron durante 3 min a 3600 rpm y se eliminó el sobrenadante, la pastilla de 

ADN se resuspendió en 1.5 ml de buffer TE alto en sales a 65 °C en un baño maría. Se 

agregaron 2 veces el volumen (3 ml) de etanol al 96 % previamente enfriado en hielo y se 

centrifugó a 3600 rpm durante 3 min a 4 °C. Se eliminó el sobrenadante, se adicionó a la 

pastilla de ADN 3 ml de etanol al 80 % y se mezcló cuidadosamente. Los tubos se 
32 

 



centrifugaron a 3600 rpm durante 3 min a 4 °C y se eliminó el sobrenadante. La pastilla de 

ADN se secó en un horno a 37 °C durante 4 h, se resuspendió en 100 µl de buffer TE 0.1 y se 

agregó 1µl de RNasa A. Para determinar la concentración de ADN, se midió en un 

espectrofotómetro UV-Vis NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) a una 

longitud de onda de 260 nm y la calidad del ADN extraído se verificó por electroforesis en 

geles de agarosa al 1 % en amortiguador TAE 1X y con bromuro de etidio a 85 Voltios 

durante 50 min. Posteriormente, se visualizó en un fotodocumentador Gel Doc XR+ System 

(Bio-Rad, Hercules, USA) y se consideró de calidad aquéllas muestras que mostraban una 

banda intensa y con un poco de barrido.  

 

VI.2.2.1.2 Amplificación de las secuencias de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

Para el diseño de los iniciadores, se realizó una búsqueda en la base de datos NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificar secuencias homólogas al inicio y al final de los 

genes reportados en otras especies que pudieran ser utilizadas como iniciadores para la 

amplificación de los genes de ADNr 5S, 5.8 S, 18S y 26S de A. tequilana var. ‘Azul’. Se 

diseñaron varios iniciadores con variaciones mínimas como se muestra en el Cuadro 2.  

 

Cuadro 2. Iniciadores empleados en la amplificación de los ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’. 
ADNr Forward Reverse 

5S F1: 5’-CAC CAG ATC CCA TCA GAA CT-3’ 

F2: 5’-CAC CGG ATC CCA TCA GAA CT-3’ 

R1: 5’-TTA GTG CGT GTA TGA TCG CA-3’ 

R2: 5’-TTA GTG TTG GTA TGA TCG CA-3’ 

R3: 5’-TTA GTC TGG TAT GAT CGC AC-3’ 

5.8S F1: 5’-GAG AGA CCG CGA ACC TGT AA-3’ R1: 5’-CCT CCC CGT ACG GAG CAC G- 3’ 

R2: 5’-CCT CCC TGT ACG GAG CAC G-3’ 

R3: 5’-CCT CCC CAT ACG GAG CAC G-3’ 

R4: 5’-CCT CCT CTT ACG GAG CAC G-3’ 

18S F1: 5’-CAA AGA TTA AGC CAT GCA TG-3’ R1: 5’-CCC AGA ACA TCT AAG GGC AT-3’ 

R2: 5’-TTC CTC TCA ATG ATA AGG TT-3’ 

26S F1: 5’-TAT CAA TAA GCG GAG GAA AA-3’ R1: 5’-CGT GGC AGC AAG GCC ACT CT-3’ 
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Los iniciadores fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (Coralville, USA). Las 

reacciones de amplificación se realizaron en un volumen de 20 µl que contenían: 5.2 µl de 

H2O mQ, 2µl de Taq buffer 10x, 1 µl de MgCl2 50 mM, 1.6 µl de dNTPs 2.5 mM, 2 unidades 

de Taq polimerasa (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA), 2.5 µl de cada iniciador 1 

mM y 50 ng de ADN (5µl). Las reacciones se realizaron en tubos de 0.2 ml en un 

termociclador TC-4000 Techne (Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Inglaterra). Las 

condiciones de reacción así como el número de ciclos en la amplificación de los genes de 

ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ se detallan en el Cuadro 3.  

 

Cuadro 3. Condiciones de reacción empleadas en la amplificación de los ADNr de A. 

tequilana var. ‘Azul’. 

 
ADNr 5S 5.8S  18S 26S 

Desnaturalización 
inicial  

94 °C / 4 min 94 °C / 5 min 94 °C / 5 min 94 °C / 5 min 

Número de ciclos 35 35 35 35 
Desnaturalización  94 °C / 30 seg 94 °C / 30 seg 94 °C / 30 seg 94 °C / 30 seg 
Alineación 55 °C / 30 seg 60 °C / 40 seg 60 °C / 30 seg 60 °C / 30 seg 
Extensión 72 °C / 30 seg 72 °C / 90 seg 72 °C / 90 seg 72 °C / 120 seg 
Extensión final 72 °C / 10 min 72 °C / 10 min 72 °C / 10 min 72 °C / 10 min 

 

La amplificación de las secuencias de los ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ por PCR se 

corroboraron mediante la electroforesis en geles de agarosa al 1 % en amortiguador TAE 1X y 

con bromuro de etidio a 85 Voltios durante 50 min. Posteriormente, los geles se visualizaron 

en un fotodocumentador Gel Doc XR+ System (Bio-Rad). Se utilizó un marcador de peso 

molecular de 1 Kb plus (Life Technologies Corporation) para determinar los tamaños de los 

productos de la PCR.  

 

VI.2.2.1.3 Purificación de los fragmentos de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

Los fragmentos amplificados de los ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ se extrajeron del gel de 

agarosa con una navaja, se colectaron en un tubo eppendorf y se purificaron con el kit 

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del 
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fabricante. La concentración de los fragmentos purificados se midió en un espectrofotómetro 

UV-Vis NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific) a una longitud de onda de 260 nm y se 

verificó el tamaño de los fragmentos purificados por electroforesis en geles de agarosa al 1 % 

en amortiguador TAE 1X y con bromuro de etidio a 85 Voltios durante 50 min y visualizados 

en un fotodocumentador Gel Doc XR+ System (Bio-Rad), usando como marcador de peso 

molecular de 1 Kb plus (Life Technologies Corporation). Las muestras se conservaron a -20 

°C hasta su uso. 

 

VI.2.2.1.4 Ligación del inserto 

 

La ligación de los fragmentos de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ al vector pGem-T Easy, se 

realizó con el kit pGem-T Easy Vector System I (Promega) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Se realizó una mezcla con 5µl de buffer de ligación rápida 2X, 1µl del vector 

pGem-T Easy (50 ng), 1µl (25 ng) del inserto (producto de la PCR), 1 µl de T4 ADN ligasa y 

2 µl de agua estéril libre de nucleasas. La solución se mezcló por pipeteo y se incubó toda la 

noche a 4 °C. 

  

VI.2.2.1.5 Células electrocompetentes Escherichia coli DH5α 

 

Para obtener bacterias electrocompetentes se preparó medio líquido Luria-Bertani (LB); se 

inocularon 50 µl de E. coli DH5α en 30 ml de medio LB líquido y se incubaron a 37 °C 

durante toda la noche en un agitador orbital (190-200 rpm). Posteriormente, se midió la 

densidad óptica (DO600) = Absorbancia (A0) y se diluyó hasta alcanzar una DO600 = 0.1 A0 en 

200 ml. Posteriormente, el cultivo se incubó a 37 °C hasta que alcanzó una DO600 = 0.6-0.8, y 

se distribuyó equitativamente en tubos de 100 ml y se centrifugó durante 12 min a 10,000 rpm 

a 4 °C. El sobrenadante se decantó y la pastilla se resuspendió en tres ocasiones en 100 ml de 

agua destilada estéril a 4 °C. Después del tercer lavado la pastilla se resuspendió en 2 ml de 

agua destilada estéril y se transfirió a tubos eppendorf de 1.5 ml (1 ml en cada tubo). Los tubos 

se centrifugaron durante 10 min a 13,000 rpm a 4 °C. Se eliminó el sobrenadante y la pastilla 

se resuspendió en 1 ml de glicerol al 10 %. Se hicieron alícuotas de 80 µl en tubos eppendorf 

de 200 µl y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. 
35 

 



VI.2.2.1.6 Transformación 

 

La transformación de E. coli DH5α con el vector pGem-T Easy con los fragmentos de ADNr 

ligados, se realizó mediante la técnica de electroporación. En una celda de 0.1 cm, se 

agregaron 70 µl de células competentes de E. coli DH5α y 2 µl de la ligación, se aplicó una 

descarga eléctrica de 1.8 KV por algunos milisegundos (pulso) en el MicroPulser (Bio-Rad). 

Las células se recuperaron en 900 µl de medio SOC a 37 °C por 1 h con agitación constante a 

200 rpm. Las células se colectaron por centrifugación a 13,000 rpm durante 5 min, se eliminó 

el sobrenadante y se resuspendió el sedimento celular (pastilla) en 100 μl de H2O estéril. Las 

células se sembraron en cajas Petri con medio LB sólido (15 g/l de bactoagar) adicionado con 

200 µg/ml de ampicilina como antibiótico de selección, así como 20 µl (20 mg/ml) del 

cromógeno X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) y se incubaron a 37 °C 

durante 20 h.  

 

VI.2.2.1.7 Verificación de la presencia de las secuencias de ADNr de A. tequilana var. 

‘Azul’ y aislamiento de colonias transformadas  

 

El análisis de las colonias transformadas se realizó primeramente, aislando las colonias 

blancas con un palillo estéril, con el cual se picaron y se sembraron en cajas de medio LB 

sólido adicionado con 200 µg/ml de ampicilina y 20 µl (20 mg/ml) del cromógeno X-Gal e 

incubadas a 37 °C durante 20 h. Al mismo tiempo, se analizó la presencia de las secuencias 

clonadas por PCR bajo las condiciones de reacción utilizadas en el apartado VI.2.2.1.2; para 

ello se utilizó el mismo palillo el cual se aplastó en un tubo eppendorf de 200 µl y se mezcló 

con la mezcla de reacción de PCR. La transformación de las colonias se corroboró con el 

tamaño de los fragmentos separados por electroforesis de gel de agarosa al 1 % y mediante su 

visualización en el fotodocumentador. Las colonias positivas a la transformación se picaron 

con un palillo estéril, se sembraron en 4-5 ml de medio LB líquido adicionado con 200 µg/ml 

de ampicilina y se incubaron durante 20 h a 37 °C con agitación constante a 200 rpm. 

Finalmente, una parte del cultivo de las colonias transformadas se almacenó en el cepario del 

Laboratorio de Biotecnología Vegetal a -80 °C y a la otra parte se extrajo el ADN plasmídico 

(ADNp). 
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VI.2.2.1.8 Aislamiento de plásmidos 

 

La extracción del ADNp de las colonias transformadas con las secuencias de los ADNr de A. 

tequilana var. ‘Azul’ y los clones pTa71 y pTa794 de E. coli, se realizó con el kit High Pure 

Plasmid Isolation (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante y a partir del cultivo inoculado del apartado anterior (VI.2.2.1.7). 

Una vez obtenidos los plásmidos purificados, se determinó la concentración del ADNp en un 

espectrofotómetro UV-Vis NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific) a una longitud de onda 

de 260 nm. 

 

VI.2.2.1.9 Secuenciación y edición de los fragmentos de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

    

Una vez aislados los clones recombinantes con los fragmentos de ADNr de A. tequilana var. 

‘Azul’, se enviaron a secuenciar al LANGEBIO (CINVESTAV, Irapuato). A partir de las 

secuencias de dichos fragmentos amplificados de ADNr, se utilizó el programa Bioedit 7.0.9 

para evaluar la calidad de dichas secuencias, revisando cada electroferograma, y en donde la 

calidad no era la adecuada, se asignaba de manera manual la base correcta. Posteriormente, se 

realizó un blastn en la base de datos de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), el cual permitió 

confirmar la amplificación de las secuencias de ADNr deseadas.  

 

VI.2.2.2 Hibridación in situ fluorescente con ADNr de trigo y Agave 

 

VI.2.2.2.1 Preparaciones cromosómicas 

 

Los ápices radiculares de tres plantas de A. tequilana var. ‘Azul’, A. cupreata y A. angustifolia 

var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’, se colectaron temprano por la mañana, se pre-trataron con una 

solución saturada de α-bromonaftaleno (0.1 %) y se colocaron en agua de hielo durante 24 hr. 

Posteriormente, las raíces se fijaron en una solución de etanol:ácido acético (3:1) durante al 

menos 12 h y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Los ápices radiculares se enjuagaron en 

agua mQ durante 15 min y se colocaron en buffer de citrato (10 mM acido cítrico + 10 mM 

citrato tri-sódico, pH 4.5) durante 30 min; se incubaron en una mezcla de enzimas pectiolíticas 
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que contenía 0.2 % (p/v) de pectoliasa Y23 (Sigma, USA), 0.2 % (p/v) de celulasa Onozuka 

RS (Yakult, Japón) y 0.2 % (p/v) de citohelicasa (Sigma) en buffer de citrato a 37 °C durante 

2 h en una cámara húmeda. Los ápices (1-3 mm) se maceraron en una gota de acido acético al 

45 %, se aplastaron con el cubreobjetos y se sumergieron en nitrógeno líquido. Los 

cubreobjetos se removieron con una navaja de rasurar y las preparaciones se deshidrataron en 

etanol absoluto y secadas al aire. Las mejores placas se almacenaron a 2-3 °C durante 1 mes. 

 

VI.2.2.2.2 Sondas marcadas de ADNr 

 

En este trabajo se utilizaron como sondas: el clon pTa71, el cual contiene el fragmento EcoRI 

del 45S de ADNr de trigo (9 Kb) (Gerlach y Bedbrook, 1979), el clon pTa794, el cual contiene 

el fragmento BamHI del 5S de ADNr de trigo (410 pb) (Gerlach y Dyer, 1980), y  los 

fragmentos sintéticos del 5S (191 pb y 436 pb) y el 18S (1424 bp) de ADNr de A. tequilana 

var. ‘Azul’. Las sondas se marcaron con biotina-16-dUTP o con digoxigenina-11-dUTP por 

nick translation o con fluoresceína-12-dUTP por marcaje directo de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics GmbH).  

 

Marcaje indirecto por nick-translation 

 

El marcaje por nick-translation se realizó de la siguiente manera: se disolvió 1 µg de ADNp en 

16 µl de agua mQ, se agregaron 4 µl de Biotin- o Dig-Nick Translation Mix, se mezcló y 

centrifugó brevemente. Se incubó durante 90 min a 15 °C y la reacción se detuvo al agregar 1 

µl de EDTA (ácido etil-diamino-tetra-acético) 0.5 M (pH 8.0) y calentar durante 10 min a 65 

°C.  

 

Marcaje directo con fluoresceína-12-dUTP 

 

El marcaje directo con fluoresceína se realizó de la siguiente manera: se disolvió 1 µg de 

ADNp en 12 µl de agua mQ, se agregaron 4 µl del mix del fluoróforo para marcaje 5X y 4 µl 

del Nick Translation Mix, se mezcló y centrifugó brevemente. Se incubó durante 90 min a 15 
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°C y la reacción se detuvo al agregar 1 µl de EDTA (ácido etil-diamino-tetra-acético) 0.5 M 

(pH 8.0) y calentar durante 10 min a 65 °C. 

 

VI.2.2.2.3 Hibridación in situ fluorescente (FISH) 

 

Las preparaciones cromosómicas se incubaron con RNasa A (100 μg/ml) disuelta en SSC 2X 

durante 1 h en una cámara húmeda a 37 °C, se lavaron durante 15 min en SSC 2X y se 

incubaron durante 2 min en HCl 0.01 M. Posteriormente, se incubaron en pepsina (5 μg/ml) 

disuelta en HCl 0.01 M durante 10 min en una cámara húmeda a 37 °C. Las placas se lavaron 

en agua mQ durante 2 min; luego, se lavaron durante 10 min en SSC 2X y se incubaron en 

paraformaldehido al 4 % durante 10 min a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 

durante 10 min en SSC 2X y se deshidrataron secuencialmente en etanol al 70 % frío, 90 % y 

absoluto durante 3 min en cada paso y secadas al aire. La hibridación se realizó utilizando una 

mezcla de hibridación que consistía de SSC 20X, formamida, dextrán sulfato sódico al 50 %, 

dodecil sulfato de sodio al 10 %, 25-50 ng/placa de cada sonda. La mezcla se desnaturalizó 

durante 10 min a 70 °C y posteriormente se colocó en hielo durante al menos 10 min. A cada 

placa se agregaron 40 μl de la mezcla de hibridación y se desnaturalizaron durante 5 min a 80 

°C en un calentador de placas; después, las placas se colocaron en una cámara húmeda y se 

hibridaron durante toda la noche a 37 °C.  

 

Posteriormente, las placas se lavaron a 37 °C en SSC 2X durante 15 min y luego se incubaron 

durante 30 min en SSC 0.1X a 42 °C; las placas se lavaron durante 3 min en SSC 2X y se 

enfriaron de 5-10 min. Después, las placas se lavaron durante 10 min en SSC 2X a 

temperatura ambiente. Las placas se lavaron en buffer 1 durante 5 min; se agregaron 200 µl de 

blockbuffer a cada placa y se cubrieron con un cubreobjetos de plástico y se incubaron durante 

5 min. Los anticuerpos se diluyeron en 100 µl de blockbuffer por placa de acuerdo al Cuadro 

4. El blockbuffer se eliminó de las placas y se agregaron los anticuerpos diluidos, se colocó un 

cubreobjetos y se incubaron durante 1 h a 37 °C en una cámara húmeda. 
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Cuadro 4. Dilución de los anticuerpos para la detección por fluorescencia.  

 
Tinción Verde (DAPI)  Rojo  

Marcaje  Dig-11-dUTP 
-20°C 

Biotina-16-dUTP   
-20°C 

  
1ª Detección  

1-5µl anti-Dig-FITC 
(oveja) 

0.4µl estreptavidina-
CY3 

  
2ª Detección  

1µl anti-oveja-FITC 
(conejo) +4°C 

4µl biotinilada anti-
estreptavidina 

(cabra) 

  
3ª Detección  

1µl anti-conejo-
FITC (cabra) +4°C 

0.4µl estreptavidina-
CY3 

 

Las sondas marcadas con biotina se detectaron con estreptavidina-CY3 (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK) o con el conjugado estreptavidina-Alexa Fluor 546 (Life Technologies 

Corporation) y la amplificación se realizó con antiestreptavidina de cabra biotinilada (Vector 

Laboratories, Burlingame, USA) en ambos casos. Las sondas marcadas con digoxigenina se 

detectaron con antidigoxigenina-fluoresceína (Roche Diagnostics GmbH) y se amplificaron 

con fluoresceína anti-oveja y fluoresceína anti-conejo (Vector Laboratories). Las placas se 

lavaron en buffer 1 durante 15 min a 37 °C y posteriormente se realizó la 2ª y 3ª detección (se 

inicia en el uso del blockbuffer). 

 

Finalmente, las placas se lavaron 2-3 min en SSC 2X a temperatura ambiente. Los 

cromosomas se contratiñeron con 100 µl de una solución de DAPI (4,6-diamidino-2-

fenilindol) a una concentración de 1 µg/ml, se cubrieron con un cubreobjetos de plástico y se 

incubaron durante 5 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Se lavaron las placas en SSC 

2X durante 2-3 min, se drenaron y se agregó una gota de Vectashield (Vector Laboratories), 

cubriéndolas con un cubreobjetos. Se eliminó el exceso de Vectashield de las placas con papel 

filtro y se observaron en un microscopio Leica DMRA2 (Leica Microsystems GmbH) 

equipado con epi-fluorescencia y acoplado a una cámara Evolution QEi (Media-Cybernetics). 

Las imágenes se analizaron con el programa Image-Pro (Media-Cybernetics) y mejoradas con 

Photoshop (Adobe Systems Incorporated, USA). Las placas se analizaron al momento y se 

almacenaron protegidas de la luz a 4 °C durante 2-3 semanas.  
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VII. RESULTADOS 

 

A continuación se presentan los resultados en dos secciones de acuerdo al objetivo general 

planteado en este trabajo; la primera, se refiere a los mecanismos de restitución meiótica 

involucrados en la formación de polen 2n en las especies de Agave y la segunda al mapeo 

físico de las especies del género con los ADN ribosomales. 

 

VII.1 Determinación del mecanismo de restitución involucrado en la formación de polen 

2n en las especies de Agave 

 

VII.1.1 Análisis de la microsporogénesis 

 

VII.1.1.1 Microsporogénesis 

 

El inicio de la microsporogénesis en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’ y 

‘Cimarrón’ se identificó con la deposición de una pared de calosa alrededor de cada una de las 

células madre de polen (CMP) o microsporocitos, para posteriormente iniciar la meiosis 

(Figura 7a). Se obervó una microsporogénesis del tipo sucesiva en ambas especies, 

característica del género, en donde inmediatamente después de la telofase I se formó una pared 

ecuatorial de calosa, conocida como la etapa de diadas y que inicia desde el centro del 

microsporocito hacia la periferia del mismo, es decir, de manera centrífuga, separando las 

células hijas y dando origen a una diada (Figura 7b). Después de la telofase II se llevó a cabo 

una segunda citocinesis, también de manera centrífuga, por lo que al finalizar la meiosis, se 

observó la formación de tétradas, principalmente tetragonales, aunque también se pudieron 

observar otros tipos de tétradas como decusadas, lineales, en forma de T y tetrahédricas 

(Figura 7c-d). 
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Figura 7. Microsporogénesis sucesiva en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. 

‘Lineño’ y ‘Cimarrón’. a Inicio de la microsporogénesis, con la deposición de una pared de 

calosa. b Una vez que se llevó a cabo la citocinesis I, se formó una diada. c-d Tétrada 

tetragonal y decusada, respectivamente, presentes en las especies del género Agave. a, c, d, A. 

angustifolia; b, A. tequilana var. ‘Azul’. Barras = 20 µm. 

 

La microsporogénesis en las especies A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’ y 

‘Cimarrón’ fue del tipo sucesivo y ambas divisiones meióticas fueron de manera centrífuga, en 

virtud de que el surco de división celular iniciaba desde el centro del meiocito hacia la 

periferia del mismo. Estas características observadas en las especies de Agave, son propias de 

las Asparagales “superiores” como lo han reportado Furness y Rudall (1999) y Penet y col. 

(2005), y que concuerdan con los trabajos realizados en otras especies de la familia 

Agavaceae, como son Polianthes spp, Yucca agavoides, Beschorneria yuccoides, 

Arthropodium cirrhatum G.Benn y Hosta spp, las cuales poseen el mismo tipo de 

microsporogénesis sucesiva, tétradas tetragonales y asociadas, así como la formación de la 

pared celular de forma centrífuga (Penet y col., 2005; Penet y col., 2007; Serrano-Casas y col., 

2011). Piven y col. (2001) reportaron una citocinesis sucesiva en A. fourcroydes y A. 

angustifolia, con tétradas principalmente en forma de T, lo cual por un lado, confirma el tipo 
42 

 



de citocinesis aquí reportada, sin embargo, el principal tipo de tétradas que ellos mencionan es 

contrario a lo reportado en otras especies de la familia Agavaceae (Furness y Rudall, 1999; 

Penet y col., 2005; Penet y col., 2007). 

 

VII.1.1.2 Asincronía de la microsporogénesis 

 

El estudio de la microsporogénesis se realizó en las especies A. tequilana var. ‘Azul’ y A. 

angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’. Se observó que ambas especies poseen una 

inflorescencia abierta con una maduración acropétala (Figura 8a), así como un desfase de la 

microsporogénesis como se observa  en la Figura 8b, en donde una de las células de la diada 

está en anafase I (punta de flecha) y la otra en metafase I; este desfase en el desarrollo de la 

microsporogénesis no sólo se presenta entre las flores de una misma panícula, en donde los 

botones florales maduran en diferentes tiempos, sino también entre las anteras de una misma 

flor y entre la base y el ápice de una misma antera; ésta última viene dada por una 

diferenciación acrópeta, es decir, la base de la antera madura más pronto que el ápice.  

 

ba

 
Figura 8. Asincronía de la microsporogénesis en A. angustifolia. a En la panícula se observan 

botones florales que maduran a diferentes tiempos. b Desfase de la meiosis, en donde una de 

las células de la diada está en anafase I (punta de flecha) mientras que la otra célula está en 

metafase I. Barra en b = 20 µm. 

 

La meiosis masculina ocurre en una gran cantidad de células ó microsporocitos que se dividen 

de manera sincronizada para asegurar la fertilidad del organismo; la sincronización de las 

células en división es importante en la efectividad de la reproducción sexual, sin embargo, los 
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mecanismos moleculares y genéticos de este proceso no se han dilucidado completamente 

(Magnard y col., 2001). En las especies de Agave se observó una maduración acropétala de la 

inflorescencia que es característica del género, ya que al ser una inflorescencia abierta, implica  

que la maduración de la misma inicia en la parte baja y continua hacia la parte superior de la 

inflorescencia con flores en todas las etapas de desarrollo (Arizaga y col., 2000a; Piven y col., 

2001); sin embargo, el hecho de que en las anteras de una misma flor e inclusive en la misma 

antera se presente una asincronía es un proceso inusual, debido a la importancia de la 

sincronización de las células en división. En la actualidad, se sabe que esta sincronización 

puede ser afectada por factores ambientales como la temperatura (Magnard y col., 2001), e 

inclusive se ha visto que factores genéticos como los genes TAM (Tardy Asynchronous 

Meiosis), ASK1 (Arabidopsis SKP1-like), AtDMC1 y DYAD en Arabidopsis provocan un 

retraso y una asincronía en la división celular en la meiosis, lo cual da como resultado una 

esterilidad casi completa en los mutantes ask1-1, dyad  y dmc1, no así en el mutante tam, el 

cual posee una cierta fertilidad (Yang y col., 1999; Couteau y col., 1999; Siddiqi y col., 2000; 

Magnard y col., 2001). Esta asincronía en las especies del género Agave, no afectó el 

desarrollo del polen y aunque todos los meiocitos completaban su meiosis, en A. tequilana var. 

‘Azul’ la viabilidad del polen fue mucho menor que en A. angustifolia var. ‘Lineño’ y 

‘Cimarrón’, por lo que esta anormalidad así como la presencia de puentes cromosómicos, 

cromosomas retrasados, micronúcleos, entre otras anormalidades, pudieron ser la causa del 

alto porcentaje de polen no viable en A. tequilana, no así en las dos variedades de A. 

angustifolia. 

 

VII.1.1.3 Anormalidades en la microsporogénesis 

 

Durante el análisis citológico de las células madre de polen (CMP), se pudieron observar 

diversas anormalidades tanto en A. tequilana var. ‘Azul’ como en A. angustifolia var. ‘Lineño’ 

y ‘Cimarrón’. Dentro de estas anormalidades se observaron células con uno o varios puentes 

cromosómicos (Figura 9a); células con uno o más fragmentos acéntricos (Figura 9a); células 

con cromosomas retrasados (Figura 9b) tanto en anafase I como anafase II con diferentes 

frecuencias; células con micronúcleos en telofase I (Figura 9c) en A. angustifolia var. 
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‘Lineño’, los cuales derivaban de los cromosomas retrasados  y/o fragmentos acéntricos que 

no lograron llegar a los polos, y que presentaban un diferente contenido cromosómico.  

 

 

Figura 9. Anormalidades meióticas observadas en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia 

var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’. a Formación de un puente cromosómico y un fragmento acéntrico 

en la misma célula (punta de flecha). b Cromosomas retrasados en el centro de la célula 

(puntas de flechas). c Tres micronúcleos con diferente contenido cromosómico (puntas de 

flechas). Barras = 20 µm. 

 

El análisis de la meiosis en el género Agave inició con los estudios de McKelvey y Sax (1933) 

y desde entonces se han descrito distintas anormalidades en el género (Vignoli, 1936; 

Doughty, 1936; Cave, 1964; Brandham, 1969a). La presencia de puentes cromosómicos en A. 

tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’ se han reportado también en 

otras especies del género Agave (Doughty, 1936; Cave, 1964; Brandham, 1969a). Estos 

puentes se deben principalmente a inversiones paracéntricas heterocigóticas (Brandham, 

1969b) o debido al rompimiento y fusión de cromátides (Newman, 1966). Wang y col. (2010) 

mencionan que las irregularidades en el apareamiento cromosómico favorece la producción de 

cromosomas retrasados y micronúcleos; sin embargo, la ausencia de cromosomas retrasados 

en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Cimarrón’ se puede interpretar como que los 

cromosomas retrasados se unieron a los demás cromosomas en los polos al final de la anafase, 

no así en A. angustifolia var. ‘Lineño’, en donde se observaron micronúcleos con diferente 

contenido cromosómico, los cuales derivaban de cromosomas retrasados o del rompimiento de 

los puentes en diferentes puntos (Imery-Buiza, 2007). Este tipo de anormalidades se han 

observado también en otras especies como A. vera (Imery-Buiza, 2007), en híbridos 

45 

 



intergenéricos de la familia Cactaceae (Tel-Zur y col., 2005) y en Citrus spp. (Del Bosco y 

col., 1999), entre otras.  

 

VII.1.1.4 Ausencia de la citocinesis en la meiosis II 

 

Además de las anormalidades antes mencionadas, se pudo observar la presencia de mónadas, 

diadas y triadas así como otros productos de la meiosis (Cuadro 5). Las mónadas y triadas se 

observaron en ambas especies, mientras que las diadas sólo se observaron en A. tequilana var. 

‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’. Las frecuencias de mónadas y diadas fue mayor en A. 

angustifolia var. ‘Lineño’, mientras que la frecuencia de triadas fue mayor en A. angustifolia 

var. ‘Cimarrón’.  

 

El análisis de la meiosis permitió identificar el origen de las mónadas, diadas y triadas 

encontradas. En el análisis citológico se observaron células de A. tequilana var. ‘Azul’ y A. 

angustifolia var. ‘Lineño’ que presentaban una primera división meiótica normal, sin embargo, 

posteriormente ocurría una falla en la citocinesis de la segunda división, lo que generaba 

diadas binucleadas (Figura 10a), las cuales restituían sus núcleos para dar lugar a la formación 

de diadas y triadas (Figura 10b-c). Las diadas se generaban por la ausencia de la citocinesis en 

ambas células de la diada y daban lugar a la formación de dos microsporas 2n (Figura 10b,g), 

mientras que las triadas se formaban por la ausencia de la citocinesis en una de las células de 

la diada, lo que daba lugar a la formación de una microspora 2n y dos microsporas n (Figura 

10c,h). Las mónadas se originaron debido a la falla en las citocinesis de ambas divisiones 

meióticas, por lo tanto, el contenido de cada una de estas células era 4n. 
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Cuadro 5. Frecuencias observadas de triadas, diadas, mónadas y polen 2n en dos especies de 

Agave. 
 

Especie 
Total  
CMP 

Tétradas 
No. y (%)   

Triadas 
No. y (%) 

Diadas 
No. y (%) 

Mónadas 
No. y (%) 

Polen 2n 
(%)  

A. tequilana var. ‘Azul’ 1758 1688 (96) 18 (1) 34 (2) 18 (1) 3.2 
A. angustifolia var. ‘Lineño’  3430 3274 (95.5) 8 (0.2) 104 (3) 44 (1.3) 2.0 
A. angustifolia var. ‘Cimarrón’  736 725 (98.5) 8 (1.1) - 3 (0.4) 1.2 
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Figura 10. Mecanismos de restitución meiótica en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia 

var. ‘Lineño y ‘Cimarrón’. a Diada con dos microsporas binucleadas en A. angustifolia var. 

‘Lineño’. b Diada con dos células 2n en A. angustifolia var. ‘Lineño’. c Triada en A. 

angustifolia var. ‘Lineño’, con dos células n (puntas de flecha) y una célula 2n. d Formación 

de un núcleo restituído 2n (punta de flecha) y dos núcleos n (flechas), debido a un plano de 

división perpendicular en uno de los complementos cromosómicos en A. angustifolia var. 

‘Lineño’. e Inicio de la citocinesis en telofase I (punta de flecha), etapa siguiente a la mostrada 

en d. f Triada en A. angustifolia var. ‘Lineño’, con dos células n (punta de flecha) y una célula 

2n, etapa siguiente a la mostrada en e. g-h Diada y triada encontradas en A. tequilana var. 

‘Azul’. i Polen 2n (flecha), polen n (puntas de flecha) y polen estéril (asterisco) en A. 

tequilana var. ‘Azul’. Barras: a-h = 20 µm; i = 100 µm. 

 
La citocinesis es la separación del citoplasma de una célula en división, después de que su 

genoma duplicado se ha dividido en dos para dar lugar a la formación de dos células hijas. En 

las plantas se han observado dos tipos principales de citocinesis meiótica, en maíz y otras 

monocotiledóneas, la  citocinesis se presenta después de cada división celular (citocinesis 

sucesiva); mientras que en las dicotiledóneas como Arabidopsis, la citocinesis se presenta 

hasta después de la telofase II (citocinesis simultánea) (Nacry y col., 2000). Una falla en la  

citocinesis de la primera o segunda división meiótica puede dar lugar a la restitución nuclear, y 

por lo tanto, a la formación de gametos 2n. La ausencia de la citocinesis en la segunda división 

meiótica en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’, dio lugar a la formación 

de diadas y triadas; si la ausencia de la citocinesis se presentaba en ambas células de la diada, 

se generaban dos núcleos restitutidos y por ende, dos gametos 2n; sin embargo, si la falla se 

presentaba sólo en una de las células de la diada, se producía una triada con dos gametos n y 

un gameto 2n. Este tipo de comportamiento en las especies de Agave se reportó también en 

Brachiaria brizantha, una especie monocotiledónea, en donde también se pudo observar la 

presencia de diadas y triadas, que posteriormente daban lugar a la formación de gametos 2n 

(Risso-Pascotto y col., 2003). Un caso diferente a los mencionados previamente se encontró en 

Brachiaria humidicola, en donde los meiocitos que no realizaban la primera citocinesis 

reagrupaban sus juegos de cromosomas y generaban un núcleo restituido, pero también se 
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observaron husos mitóticos tripolares en anafase II que generaban núcleos restituidos, y que al 

final dieron lugar a la formación de gametos 2n (Boldrini y col., 2006). Otras especies en 

donde se ha reportado la producción de gametos 2n debido a fallas en la citocinesis I y/o II 

incluyen Paspalum (Pagliarini y col., 1999), Solanum spp. (Werner y Peloquin, 1987), Lolium 

(Wagenvoort y Den Nijs, 1992) y Medicago (Pfeiffer y Bingham, 1983). 

 

VII.1.1.5 Falla en el huso mitótico 

 

Otro mecanismo en la formación de las triadas en A. angustifolia var. ‘Lineño’, fue a través de 

células que presentaban una anafase I anormal, y que después de la división reduccional de los 

bivalentes y la separación de los cromosomas homólogos, se observó un plano de división 

perpendicular en uno de los complementos cromosómicos, el cual era dividido de manera 

ecuacional (Figura 10d), lo que daba lugar a la formación de dos núcleos n y un núcleo 2n en 

telofase I (Figura 10e); posteriormente, se presentaba una citocinesis (Figura 10e) para dar 

lugar a la formación de una triada (Figura 10f), con la formación de dos microsporas n y una 

microspora 2n. En general, en las especies estudiadas, las frecuencias de diadas y triadas 

fueron de 0-3 % y de 0.2-1.1 %, respectivamente, mientras que la frecuencia de mónadas fue 

de 0.4-1.3 % (Cuadro 5). La presencia de este tipo de microsporas indicó la existencia de 

algún mecanismo de restitución en las especies estudiadas.  

 

Una parte importante de la meiosis y del proceso de división celular, está relacionada con la 

correcta segregación de los cromosomas, lo cual se debe a la aparición y/o formación de 

manera adecuada del huso mitótico (Jiang y col., 2009). La anormalidad observada en A. 

angustifolia var. ‘Lineño’, involucra la aparición de un huso mitótico anormal en uno de los 

complementos cromosómicos una vez que se ha llevado a cabo la anafase I, lo cual daba lugar 

a la formación de células trinucleadas en telofase I, que seguido de una citocinesis, daba lugar 

a la formación de triadas. Las triadas derivadas de este mecanismo están compuestas de dos 

microsporas n y una microspora 2n, las primeras provienen de la división ecuacional de uno de 

los núcleos debido al huso mitótico anormal, y la segunda de la restitución del otro núcleo. 

Como se pudo observar, el incorrecto funcionamiento del huso mitótico dio lugar a la 
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formación de gametos 2n, lo cual no se había reportado en las especies de Agave; estas 

anormalidades del huso mitótico se encuentran entre los principales mecanismos en la 

producción de gametos 2n en plantas (Taschetto y Pagliarini, 2003). Estas anormalidades en el 

huso mitótico se han reportado tanto en metafase I como en metafase II (Bretagnolle y 

Thompson, 1995) y en la actualidad se conocen tres tipos principales de anormalidades en la 

geometría del huso mitótico: husos mitóticos paralelos, tripolares y fusionados (de Souza y 

col., 1999). Estas anormalidades ocurren en la segunda división meiótica y son causa frecuente 

de la formación de polen 2n en las dicotiledóneas, ya que en la segunda división meiótica, la 

célula todavía comparte el citoplasma; este mecanismo se ha reportado en muchas especies 

como Zea mays (Clark, 1940), Agropyrum cristatum (Tai, 1970), Carthamus tinctorius 

(Carapetian y Rupert, 1977), Fuchsia (Tilquin y col., 1984), Brassica napus, Brassica 

campestris (de Souza y col., 1999), Pfaffia glomerata, Pfaffia tuberosa (Taschetto y 

Pagliarini, 2003), Arabidopsis thaliana  (Jiang y col., 2009). En el caso de las especies de 

Agave, que es una monocotiledónea, esta falla se presenta en la anafase I, previo a la 

citocinesis. Esta anormalidad observada en Agave es muy diferente a las ya mencionadas, 

donde el huso mitótico anormal aparece inmediatamente después de la reducción de los 

bivalentes y divide de manera ecuacional uno de los complementos cromosómicos. 

 

VII.1.2 Ocurrencia y frecuencia de polen 2n 

 

Debido a la presencia de microsporas 2n presentes en el análisis citológico, se realizó el 

análisis morfológico del polen, el cual mostró la presencia de granos de polen de tamaños 

heterogéneos en casi todas las plantas analizadas tanto en A. tequilana var. ‘Azul’ como en A. 

angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’ (Figura 10i). Se observó una viabilidad del 42 % en A. 

tequilana var. ‘Azul’, mientras que en A. angustifolia var. ‘Lineño’ fue del 99 % y en A. 

angustifolia var. ‘Cimarrón’ del 91 %; el tamaño del polen varió muy poco su promedio en las 

dos especies, en A. tequilana var. ‘Azul’ se observó un rango de  65-139 μm y un promedio de 

93.2 ± 11 μm; para A. angustifolia var. ‘Lineño’ un rango de 65-135 μm y un promedio de 

90.9 ± 6 μm, mientras que para A. angustifolia var. ‘Cimarrón’, un rango de 70-155 μm y un 

promedio de 89 ± 7 μm, respectivamente. La frecuencia de polen 2n observado por planta tuvo 

un rango de 0-5.8 %; en A. tequilana var. ‘Azul’ se observaron plantas con un porcentaje de 0-
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5.8 %, con un promedio de 3.2 %; en A. angustifolia var. ‘Lineño’ un porcentaje de 1.1-3.1 %, 

con un promedio de 2.0 %, mientras que en A. angustifolia var. ‘Cimarrón’ un porcentaje de 0-

2.2 %, con un promedio de 1.2 % (Cuadro 5).  

 

Las anormalidades observadas en las dos variedades de A. angustifolia no tuvieron un efecto 

importante en la viabilidad del polen, debido a que ambas presentaron porcentajes mayores al 

90 %, lo cual se debe probablemente a que dichas anormalidades no fueron tan severas, y no 

afectaron el desarrollo normal del polen; en el caso de A. tequilana var. ‘Azul’, el cual tuvo 

una viabilidad del 42 %, sus anormalidades fueron probablemente más severas, por lo que, 

disminuyeron la viabilidad del polen, aunque también pudieran estar involucrados otros 

mecanismos en la alta esterilidad del polen. Diversos estudios en las especies del género han 

mostrado que éstas presentan altos porcentajes de polen no viable; Piven y col. (2001) 

reportaron un 66 % de polen no viable en A. fourcroydes y 51 % en A. angustifolia; 

Ruvalcaba-Ruiz y Rodríguez-Garay (2002) reportaron un 42 % de polen no viable en A. 

tequilana var. ‘Azul’ mientras que Escobar-Guzmán y col. (2008) observaron un 64 % y 20 % 

de polen no viable en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. americana, respectivamente. De acuerdo a 

lo anterior, se puede observar un comportamiento similar con respecto a la baja viabilidad del 

polen en A. tequilana var. ‘Azul’ en comparación con otras especies del género, donde además 

de las anormalidades aquí reportadas, pudieran estar involucradas otras como errores post-

meióticos o fallas del tapetum, el cual juega un papel importante en la microsporogénesis y en 

la maduración del polen (Piven y col., 2001). 

 

La ocurrencia de polen 2n en una población se puede identificar por la presencia de polen más 

grande de 1.2-1.3 veces el tamaño del polen normal, la presencia de diadas y triadas en la 

etapa de tétradas y un nivel de ploidía inesperado en la progenie de cruzas tetraploides-

diploides (Veilleux, 1985). La presencia de polen gigante reportado en este trabajo, así como 

diadas y triadas, corroboró que el polen gigante mencionado, era polen 2n. En las especies del 

género Agave, el polen reducido se diferenció del polen 2n durante el análisis morfológico del 

mismo, ya que un aumento en la cantidad de ADN en la célula, provoca que el volumen del 

polen aumente e influya en el diámetro del mismo (Bretagnolle y Thompson, 1995; DeWitte y 

col., 2011). La presencia de polen más grande, se ha utilizado como indicador de la 
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producción de polen 2n en una especie y/o individuo (Yan y col., 1997; Becerra Lopez-

Lavalle y Orjeda, 2002; Barba-Gonzalez y col., 2004; DeWitte y col., 2009); sin embargo, el 

polen reducido y el polen 2n a veces carecen de diferencias de tamaño bien definidas en pastos 

y otras especies polinizadas por el viento, haciendo más difícil la identificación de los mismos 

(Ramsey, 2007). En el presente trabajo se reportan las frecuencias promedio de polen 2n en las 

dos especies de Agave, que van del 1.2-3.2 %, sin embargo, cabe mencionar que también se 

observó que las frecuencias en la producción de polen 2n en plantas individuales fue variable, 

incluso en algunas plantas no se observó este tipo de polen, lo cual resulta típico de las 

especies agrícolas (Bretagnolle y Thompson, 1995), es decir, se observan individuos con 

porcentajes altos en comparación con otros, que poseen porcentajes más bajos de polen 2n. 

Este hecho se ha reportado en una gran cantidad de trabajos en diversos géneros y especies 

como Lolium perenne (Sala y col., 1989), Ipomoea trifida (Orjeda y col., 1990), Ipomoea 

batatas (Becerra Lopez-Lavalle y Orjeda, 2002), Pfaffia glomerata, P. tuberosa (Taschetto y 

Pagliarini, 2003), Populus tomentosa Carr (Zhang y Kang, 2010), y también se ha reportado 

una variación en los porcentajes de polen 2n entre individuos de un mismo grupo taxonómico 

(Veilleux, 1985) e incluso de una flor a otra en un individuo o de una antera a otra en el 

mismo botón floral (Bretagnolle y Thompson, 1995). 

 

La identificación de los mecanismos que dan lugar a la formación de gametos 2n es un tema 

complejo, ya que diferentes individuos de una misma especie pueden producir este tipo de 

gametos a través de diferentes mecanismos, y se puede presentar más de un mecanismo en una 

misma planta (Parrot y Smith, 1984; Werner y Peloquin, 1991; Becerra Lopez-Lavalle y 

Orjeda, 2002; Xu y col., 2008; Zhang y Kang, 2010; Wang y col., 2010). Se ha encontrado que 

existe una gran variedad de mecanismos citológicos involucrados en la producción de gametos 

2n. Bretagnolle y Thompson (1995) mencionan que los mecanismos más frecuentes son: fallas 

del huso mitótico en metafase I o II, una geometría anormal del huso mitótico en la segunda 

división y una citocinesis anormal. La presencia de un huso mitótico anormal en uno de los 

complementos cromosómicos después de la reducción cromosómica en A. angustifolia var. 

‘Lineño’ y la falla en la citocinesis II en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. 

‘Lineño’ sugiere la presencia de un mecanismo de restitución de la segunda división meiótica 

(SDR), ya que la primera división meiótica ocurre de manera normal, y es en la segunda 
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división en donde se presentan dichas anormalidades. De acuerdo a Mendiburu y Peloquin 

(1977), los gametos 2n formados por FDR transmitirían en teoría el 80% de la heterocigocidad 

de los padres a la progenie, mientras que los formados por SDR transmitirían solamente el 

40%; esto se debe a que en un mecanismo SDR el gameto posee las dos cromátides hermanas, 

por lo que la progenie tendrá una menor heterocigocidad y epistasis que los padres 

(Bretagnolle y Thompson, 1995). Harlan y deWet (1975) mencionan que la poliploidización 

sexual es el principal mecanismo en el origen y evolución de los poliploides, por lo que estos 

hallazgos podrían ayudar a corroborar si la evolución del género Agave ocurrió por medio de 

gametos 2n. No obstante de que en la actualidad se conocen muchas especies poliploides, los 

reportes acerca de la presencia de polen 2n son escasos; en el orden Asparagales existen muy 

pocos reportes acerca de la presencia de polen 2n, algunos ejemplos son Asparagus y 

Narcissus (Camadro, 1994; Wu y col., 2011); por lo que este trabajo ayuda en la identificación 

y conocimiento de la presencia de polen 2n en la familia Agavaceae, ya que además de 

reportar la presencia de este tipo de polen, se mencionan sus frecuencias así como el 

mecanismo a través del cual se produce este tipo de polen tanto en A. tequilana var. ‘Azul’ 

como en A. angustifolia var. ‘Lineño’.  

 

En nuestros días, las especies comerciales más importantes del género Agave se propagan por 

medio de hijuelos y clones obtenidos a través del cultivo de tejidos, lo que da como resultado 

una menor variabilidad en comparación con la propagación por medio de semillas. Los 

investigadores se han enfocado en identificar tal variabilidad de acuerdo al mecanismo de 

propagación empleado en el cultivo para desarrollar programas de rehabilitación y 

conservación de los recursos genéticos en el género. Sin embargo, una alternativa importante a 

estos programas es el uso de polen 2n, cuya presencia se ha reportado en este trabajo y en 

muchos otros géneros, y su utilidad en programas de mejoramiento se ha probado en 

diferentes cultivos como papa (Mok y Peloquin, 1975a), rosa (Crespel y col., 2006), lili 

(Barba-Gonzalez y col., 2004; Lim y col., 2004) y alfalfa (Tavoletti y col., 1991a) entre otros. 

 

La importancia de este trabajo al identificar la presencia de polen 2n y el mecanismo de 

restitución involucrado en la formación de este tipo de gametos en las especies de Agave, 

radica en que provee un conocimiento básico para el desarrollo de programas de mejoramiento 
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genético en el género así como los efectos teóricos de los mecanismos involucrados en la 

formación de este tipo de gametos en el género. 

 

VII.2 Mapeo físico del 5S y 45S de ADNr de trigo y Agave 

 

VII.2.1 Clonación de las secuencias de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

VII.2.1.1 Aislamiento del ADN genómico de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

Una vez que se extrajo el ADN genómico de A. tequilana var. ‘Azul’ de acuerdo al método de 

CTAB, la calidad del mismo se determinó en un gel de agarosa al 1 %, en donde presentó una 

banda intensa y definida, como se puede observar en la Figura 11, carriles 2-5, por lo que se 

utilizaron en la amplificación de las secuencias de los ADNr. Las muestras se diluyeron a una 

concentración de 10 ng/µl y se conservaron a -20 °C hasta su uso en las reacciones de 

amplificación. Para la obtención de secuencias específicas de A. tequilana var. ‘Azul’ se 

probaron los iniciadores mencionados previamente en la Metodología para las secuencias 5S, 

5.8S, 18S y 26S de ADNr. 

 
Figura 11. Gel de calidad del ADNg extraído de A. tequilana var. ‘Azul’. En los carriles 2-5 

se observan las muestras de ADNg de A. tequilana var. ‘Azul’ y el marcador de peso 

molecular de 1 Kb plus en el carril 1. 
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VII.2.1.2 Amplificación de la secuencia del 5S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

Al emplear los distintos iniciadores en la amplificación del 5S de ADNr de A. tequilana var. 

‘Azul’, se pudo determinar que en la combinación de iniciadores F1: 5’-CAC CAG ATC CCA 

TCA GAA CT-3’ y R3: 5’-TTA GTC TGG TAT GAT CGC AC-3’, se obtuvo principalmente 

un fragmento de ≈ 400 pb a través de la electroforesis en gel de agarosa al 1 % teñido con 

bromuro de etidio (Figura 12). 

 

 
Figura 12. Gel de agarosa al 1 % del 5S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’. En el carril 1 se 

observa el fragmento amplificado del 5S de ≈ 400 pb y el marcador de peso molecular de 1 Kb 

plus en el carril 2. 

 

VII.2.1.3 Amplificación de la secuencia del 18S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

En el caso del 18S de ADNr, se obtuvo un fragmento de ≈1400 pb como producto de la 

amplificación, que se comprobó también por electroforesis en gel de agarosa al 1 % teñido con 

bromuro de etidio; la amplificación de este fragmento se obtuvo con los iniciadores F1: 5’-

CAA AGA TTA AGC CAT GCA TG-3’ y R1: 5’-CCC AGA ACA TCT AAG GGC AT-3’ 

(Figura 13). 
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Figura 13. Gel de agarosa al 1 % del 18S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’. En el carril 1 

se observa el marcador de peso molecular de 1 Kb plus y en el carril 2, el fragmento 

amplificado del 18S de ≈ 1400 pb.  

 

VII.2.1.4 Amplificación de las secuencias del 5.8S y 26S de ADNr de A. tequilana var. 

‘Azul’ 

 

En el caso de la secuencia del 5.8S de ADNr no fue posible obtener un fragmento único con 

los diferentes iniciadores y condiciones de reacción. En este ADNr, se amplificaban varios 

fragmentos de tamaños variables como ≈ 250, 550, 750, 1500 y 2000 pb, por lo que no se tuvo 

la seguridad de haber amplificado dicho fragmento y se decidió no trabajar con el mismo 

(Figura 14); en el caso del 26S, no mostró ningún fragmento de amplificación, lo cual se debió 

probablemente a que los iniciadores empleados no fueron complementarios a ninguna región 

del ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’. 
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Figura 14. Gel de agarosa al 1 % del 5.8S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’. En el carril 1 

se observa el marcador de peso molecular de 1 Kb plus y en los carriles 2-5, los fragmentos 

amplificados del 5.8S de ADNr. 

 

VII.2.1.5 Transformación de E. coli DH5α con ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

La transformación de E. coli DH5α dio como resultado 10 colonias transformadas con la 

secuencia parcial del 5S de ADNr y 5 colonias con la secuencia parcial del 18S de ADNr de A. 

tequilana var. ‘Azul’; la comprobación de las transformaciones se realizó mediante la 

amplificación de cada secuencia con los iniciadores específicos y con los iniciadores 

universales T7/SP6; el resultado se visualizó en gel de agarosa al 1 % (Figuras 15 y 16), 

empleando bromuro de etidio como reactivo de revelado y un marcador de peso molecular de 

1 Kb plus. La electroforesis del 5S de ADNr (Figura 15) mostró la presencia de varios 

fragmentos de tamaños variables, por lo que se seleccionaron cuatro colonias, indicadas en 

círculos rojos (colonias 3, 4, 7 y 9), para su secuenciación en el Laboratorio Nacional de 

Genómica para la Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAV, Irapuato; en el caso del 18S 

de ADNr (Figura 16), la electroforesis mostró la presencia de un solo fragmento de ≈ 1400 pb, 

señalado en un círculo rojo, por lo que se seleccionó la colonia 15 para su secuenciación. 
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Figura 15. Análisis de las colonias de E. coli transformadas con la secuencia 5S de ADNr de 

A. tequilana var. ‘Azul’. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular de 1 Kb plus 

y en los carriles 2-11 las colonias (1 al 10) con fragmentos de diferentes tamaños de ADNr.  

 

 

 

Figura 16. Análisis de las colonias de E. coli transformadas con la secuencia 18S de ADNr de 

A. tequilana var. ‘Azul’. En los carriles 1-5 se observan las colonias (11-15) con el fragmento 

de la secuencia 18S de ADNr, excepto el carril 4 y en el carril 6 el marcador de peso 

molecular de 1 Kb plus.  
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VII.2.1.6 Obtención de las secuencias parciales de los ADNr por secuenciación. 

 

En el Cuadro 6 se presenta la codificación de las colonias transformadas de E. coli DH5α con 

las fragmentos amplificados del 5S y 18S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ enviadas para 

la secuenciación de dichas colonias.  

 

Cuadro 6. Codificación de las colonias de E. coli transformadas con los fragmentos de ADNr 

de A. tequilana var. ‘Azul’ para su secuenciación. 

 
5S ADNr Codificación 

Col 3 Sec 1 

Col 4 Sec 2 

Col 7 Sec 3 

Col 9 Sec 4 

18S ADNr Codificación 

Col 15 Sec 18S 

 

La secuenciación de los fragmentos amplificados de los ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ se 

realizó en el LANGEBIO, y a partir del análisis de los electroferogramas, se editaron las 

secuencias parciales con el programa Bioedit 7.0.9 y se identificaron diversos tamaños de los 

fragmentos amplificados del 5S, mientras que en el caso del 18S, debido a su gran tamaño, 

después de la edición, se unieron los fragmentos obtenidos del forward y reverse a través del 

empalme de cada uno de ellos. En los Cuadros 7 y 8, se muestran el tamaño y las secuencias 

de cada fragmento parcial amplificado del 5S y 18S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’. 
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Cuadro 7. Secuencias parciales del 5S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’. 

 

5S ADNr 

Coloni
a 

Código Tamaño del 
fragmento  

Secuencia  

Col 3 Sec 1 191 pb CACCAGATCCCATCAGAACTCCACAGTTAAGCGAGCTTGGGCGA
GAGTAGTACTAGGATGGGAAGTCCTCGTGTTGCACCCTTACGCT
AGGATGGCCCATAGCGTGCCTTGCAAGATACCTTCTTTGTTAGTC
CCAGCGTTTTAGTAGGAAGGCAAAGCAATCTTGGATCGGTGCGA
TCATACCAGACTAA 

Col 4 Sec 2 436 pb CACCAGATCCCATCAGAACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCGA
GAGTAGTACTAGGAACGGTGACTCTCCCCATTATAAACGTGACG
ATTTTTTTAATTGACATCTTTCGCAGTTAATATCCATATGGGTGG
GTGCACTAGGACCTCCTGGGAAATTAGGGTGCTAAGCGGTTAAG
ATACTCTCGGCGATATCGCAGTTAACCTGGATTCCCTAGTATGG
GAAGTCCTAGTTATTTCGTGGAAAAAATAAATAGTCCAACACTA
GTGCATCGGATCCCACAGGGTGCTTAACTGTGGAGTTCTCACTA
ATCGTTTCGCTCCTGGCACGGAGTTAACGAAAGGGAGTTAGATC
ATTTAATTTTGCAGAGGTATGATTTTACTTTTTTATGAAAAGGGA
AATATTGGAACCTTGCGGGTGCGATCATACCAGACTAA 

Col 7 Sec3 245 pb CACCAGATCCCATCAGAACTCCGCAAAGGTTCGCGAATAATTCT
GAATAATTTAAACTTGCTCAAGGGTTAAGTATAAAGAAATCACT
ATGTTACTAGCGAGGGTGCAACGTGGATATATTAAGTTATCTCA
CCGATATATGCTATGGAACTTAGTCGGGCCCCGCGAGATACCTT
CTTTGTTAGTCCCAGCGTTTAAGTAGGAAGGCAAAGTAATCTTG
GATGGGTGCGATCATACCAGACTAA 

Col 9 Sec4 474 pb CACCAGATCCCATCAGAACTCTGTAGTTAAGCGTGCTTGGGCGA
GAGTAGTACTAGGATGGGTGACCTCCTGGGTAGTCCTCGTGTTG
CACCCTCACTTTTTTTCATTTATTTTTTGATTTTCACGTTCGCTAT
TCCACGCTGTTCGAACATAGTGATTTAACTTTTTTATTTTGTTTAT
TTTTTATCAATATTTCGTTACGTATATTTATTATTATTTTTTAATT
AATTATTTAATTAAATAGTTTCGCTCTATCTTTCCCTGTTCATTCT
TTGTTTGTTTATTCATTTTGTTTTTTTTTTCTTTTCTTATTTTTCTAT
AATTTCTATTTTTTTAATTGACATCTCGGGATACTAGCTAGGAAG
GCCACGCCGACGGCCCCTAGCGGGCTCCGCGAGATACCTTCTTT
GTTAGTGCCAGCGTTTAAGTAGGAAGGCAAAGCAATCTTCGATG
GGTGCGATCATACCAGACTAA 
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Cuadro 8. Secuencia parcial del 18S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’. 

 

18S ADNr 

Colonia Código Tamaño del 
fragmento  

Secuencia  

Col 15 Sec 
18S 

1424 CAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTATGAACAAATTCAGA
CTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTGTT
TGATGGTACTTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCT
AATACGTGCAACAAAACCCGACTTCTGGAAGGGATGCATTTA
TTAGATAAAAGGCTGACGCGGGCTTTGCCCGCTGCTCTGATG
ATTCATGATAACTCGACGGATCGCACGGCCCTCGTGCCGGCG
ACGCATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGG
ATAGAGGCCTACCATGGTGGTGACGGGTGACGGAGAATTAGG
GTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACG
GGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCGTACGAG
TCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGG
ATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATT
CCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGC
TCGTAGTTGGACTTTGGGCTGGGCCGGCCGGTCCGCCTCTGGT
GTGCACCTGCCGTCCCGTCCCTTCTGCCGGCGATGCGCTCCTG
GCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCCGTTACTTTGAA
GAAATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCCACGCTCTGTATACATT
AGCATGGGATAACATCACAGGATTTCGGTCCTATTATGTTGGC
CTTCGGGATCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCA
TTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GACGAACAACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTA
ATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATCAGATACC
GTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCG
GATGTTGCTTTTAGGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAA
AGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAAC
TTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCT
GCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCA
GACATAGTAAGGATTGACAGACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCT
ATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTT
GTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAAC
TAGCTACGCGGAGGCATCCCTCCGCGGCCAGCTTCTTAGAGG
GACTATGGCCTTTTAGGCCACGGAAGTTTGAGGCAATAACAG
GTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGG. 

 

 

VII.2.2 Análisis de las secuencias parciales de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

Una vez que se tuvieron las secuencias parciales de cada ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’, se 

realizó un análisis blastn (nucleotide blast) en la base de datos de NCBI, lo cual indicó que los 

fragmentos amplificados si correspondían a secuencias del 5S y 18S de ADNr. La 
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amplificación del 5S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ generó una banda de  ≈ 400 pb, la 

cual una vez clonada, permitió el aislamiento de cuatro clones; después de ser secuenciados 

dichos clones mostraron fragmentos de 191 pb, 436 pb, 245 pb y 474 pb. Al realizar el blastn 

en la base de datos del NCBI, se pudo observar que la secuencia 1 del fragmento amplificado 

del 5S del ADNr presentó una máxima identidad del 95 % con Aegilops crassa clon CR777-9 

(GenBank: HQ270732.1); la secuencia 2 (GenBank: KF159808) presentó una máxima 

identidad del 97 % con Arabidopsis thaliana clon CIC YAC 9A12 y 9A5 (GenBank: 

AF198223.1); la secuencia 3 presentó una máxima identidad de 100 % con Blechnum spicant 

espécimen voucher DR:00779932 (GenBank: FR694367.1) y del 96 % con A. tequilana var. 

‘Azul’ (GenBank: GQ983554.1); la secuencia 4 presentó una máxima identidad del 91 % con 

Valeriana flaccidissima clon F1 (GenBank: EU926608.1).  

 

La amplificación del 18S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ generó una banda de  ≈ 1400 

pb, la cual una vez clonada, permitió el aislamiento de un solo clon; después de la 

secuenciación, se determinó que poseía un fragmento de 1424 pb (GenBank: KF159807). Al 

realizar el blastn en la base de datos del NCBI, se observó que dicho fragmento presentó una 

máxima identidad del 100 % con A. tequilana cv. ‘Azul’ (GenBank: GU980213.1) y con A. 

ghiesbreghtii voucher Chase 3467(K) (GenBank: HM640709.1). 

 

VII.2.3 Hibridación in situ fluorescente con sondas de ADNr   

 

VII.2.3.1 Hibridación in situ fluorescente con sondas de ADNr de trigo  

 

El mapeo físico del 5S y 45S de ADNr de trigo se llevo a cabo por medio de una FISH 

simultánea con las sondas pTa71 (marcada con biotina y detectada como una señal roja) y 

pTa794 (marcada con digoxigenina y detectada como una señal verde). La FISH mostró que el 

número y localización de los loci de ADNr fue constante en cada una de las especies en 

estudio. La sonda pTa71 mostró que los loci del 45S de ADNr se localizan en dos sitios en 

cada especie, es decir, en un par de cromosomas homólogos en cada una de ellas (Figura 17a-

d). También se observó que estos loci están asociados a la constricción secundaria de un par 

de cromosomas grandes en cada una de las especies y los cuales correspondían a un par de 
62 

 



cromosomas telocéntricos en los casos de A. cupreata, A. angustifolia var. ‘Lineño’ y 

‘Cimarrón’ mientras que en A. tequilana var. ‘Azul’ fue un par de cromosomas 

subtelocéntricos. Así mismo, la sonda pTa794 mostró que los loci del 5S de ADNr se 

localizan en ambos brazos de un par de cromosomas pequeños en cada una de las especies 

(Figura 17a-d). 

 

 
Figura 17. FISH del 5S (verde, punta de flechas) y 45S (rojo, flechas) de ADNr de trigo en las 

especies del género Agave. a A. tequilana var. ‘Azul’; b A. cupreata; c A. angustifolia var. 

‘Lineño’. d A. angustifolia var. ‘Cimarrón’. Barras = 10 µm. 
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VII.2.3.2 Hibridación in situ fluorescente con sondas de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ 

 

Posteriormente, una vez clonadas las secuencias del 5S y 18S de ADNr de A. tequilana var. 

‘Azul’, se llevo a cabo la hibridación in situ con estas sondas, las cuales se marcaron con 

biotina y se detectaron como señales rojas; la FISH se realizó con dos clones de la secuencia 

del 5S (cada uno por separado) y el clon del 18S en cada una de las especies en estudio. La 

hibridación simultánea con ambas sondas mostró un comportamiento similar al observado en 

la hibridación de los ADNr de trigo; es decir, se identificaron dos sitios de hibridación del 

18S, los cuales se encontraron asociados a la constricción secundaria de un par de 

cromosomas grandes (Figura 18a-d); en el caso de los loci del 5S, estos se localizaron en 

ambos brazos de un par de cromosomas pequeños en cada una de las especies (Figura 18a-d). 
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Figura 18. FISH del 5S (punta de flechas)  y 18S (flechas) de ADNr de A. tequilana var. 

‘Azul’ en las especies del género Agave. a A. tequilana var. ‘Azul’; b A. cupreata; c A. 

angustifolia var. ‘Lineño’; d A. angustifolia var. ‘Cimarrón’. Barras = 10 µm. 

 

VII.2.3.3 Hibridación in situ fluorescente con sondas de ADNr de trigo y Agave 

 

Para llevar a cabo la hibridación de manera simultánea, las sondas del 5S y 45S de ADNr de 

trigo se marcaron con fluoresceína y se detectaron como señales verdes, mientras que el 18S y 

las secuencias 1 y 2 del 5S de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’ se marcaron con biotina y se 
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detectaron como señales rojas. La FISH mostró un traslape de ambas sondas debido a la 

similaridad existente entre ellas (y en donde las señales se identificaron con la combinación de 

los colores de ambas sondas, Figura 19a-d), por lo que el número y localización de los loci de 

ambos ADNr fue idéntico, es decir, se observaron los dos sitios de hibridación del 18S, 

asociados a la constricción secundaria de un par de cromosomas grandes (Figura 19a-d) 

mientras que los loci del 5S se localizaron en ambos brazos de un par de cromosomas 

pequeños (Figura 19a-d). 
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Figura 19. FISH del 5S (flechas)  y 18S-45S (punta de flechas) de ADNr de trigo y A. 

tequilana var. ‘Azul’ en las especies del género Agave. a A. tequilana var. ‘Azul’; b A. 

cupreata; c A. angustifolia var. ‘Lineño’; d A. angustifolia var. ‘Cimarrón’. Barras = 10 µm. 

 

La hibridación in situ fluorescente con las sondas de ADNr mostró que los loci del 18S y 5S 

de ADNr en las especies de Agave se localizan en diferentes cromosomas y en una posición 

similar en todas las especies; esto sugiere que los cromosomas que poseen los loci de ADNr 

son homeólogos y que las diferencias en la asignación numérica en los cariotipos, se debe a 

intercambios cromosómicos heterocigóticos (Moreno-Salazar y col., 2007; Palomino y col., 

2008; Palomino y col., 2010). El locus del 18S de ADNr siempre se localizó en la región 

intersticial del brazo grande de un cromosoma grande y asociado a la constricción secundaria, 

mientras que los loci del 5S de ADNr se localizaron en una región proximal en ambos brazos 

de un cromosoma pequeño en todas las especies. Estos resultados difieren de los reportados 

por Robert y col. (2008) debido a que ellos mencionan que las especies de Agave poseen un 

locus del 5S de ADNr por genoma monoploide en algunas especies diploides y poliploides en 

el género, en las que incluyen a A. tequilana var. ‘Azul’, A. angustifolia ‘Letona’ (tetraploide) 

y a A. angustifolia ‘Chelem ki’ (hexaploide). La presencia de los loci del 5S de ADNr en 

ambos brazos de un cromosoma pequeño en todas las especies puede ser el resultado de una 

recombinación desigual o de un evento de transposición; esto último se ha reportado 

previamente en otras especies monocotiledóneas como Allium  (Schubert y Wobus, 1985), 

Oryza (Shishido y col., 2000) y Alstroemeria (Chacón y col., 2012). Recientemente, Khaliq y 

col. (2012), reportaron que los retrotransposones Ty1-Copia son uno de los principales 

componentes del genoma de Agave tequilana (aproximadamente 32 %) y que han 

desempeñado un papel clave en la organización y evolución del mismo, lo cual podría explicar 

los resultados aquí mencionados. 

 

VII.2.3.4 Cariotipos de las especies de Agave 

 

Los cariotipos de A. tequilana var. ‘Azul’, A. cupreata, A. angustifolia var. ‘Lineño’ y 

‘Cimarrón’ se realizaron con la ayuda de la Dra. Guadalupe Palomino, del Instituto de 

Biología de la UNAM. A partir del análisis de las imágenes obtenidas mediante FISH con las 
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sondas de ADNr de trigo y Agave en cada una las especies estudiadas, se determinó que todas 

las especies eran diploides con 2n = 2x = 60, lo cual se confirmó por el conteo de cromosomas 

y considerando el número cromosómico básico del género x = 30. También se observó en 

todas las especies un cariotipo bimodal con cinco pares de cromosomas grandes y 25 pares de 

cromosomas pequeños. El análisis cariotípico de las especies de Agave se presenta en el 

Cuadro 9, y en donde se puede observar que todas las especies mostraron diferentes fórmulas 

cariotípicas así como también una constricción secundaria en un par de cromosomas grandes; 

dicha constricción secundaria se observó en el par 1 en A. tequilana var. ‘Azul’, en el par 3 en 

A. cupreata, en el par 5 en A. angustifolia var. ‘Lineño’ y en el par 2 en A. angustifolia var. 

‘Cimarrón’. 

 
Cuadro 9. Análisis cariotípico de las especies de Agave (2n = 2x = 60). 
 
 

Taxón y origen Colector e información 
de las accesiones  

Fórmula 
cariotípica 

Constricción 
secundaria 

A. angustifolia var. ‘Cimarrón’ Tolimán, 
Jalisco, México. 19° 32' 06" N; 103° 53' 
44" W (DMS). 

Rodríguez JM  
C 

42m + 4sm + 
6st + 8t † 

2t 

A. angustifolia var. ‘Lineño’  Tolimán, 
Jalisco, México. 19° 32' 06" N; 103° 53' 
44" W (DMS). 

Rodríguez JM  
L 

48m + 2sm+ 
2st + 8t † 

2t 

A. cupreata  Miraval, Guerrero, México. 
17° 43' 00" N; 99° 45' 00" W (DMS). 

Trinidad RA 
573 

42m + 2sm + 
8st + 8t ‡ 

2t 

A. tequilana var. ‘Azul’ CIATEJ, 
Jalisco, México. 20° 41' 39" N; 103° 20' 
47" W (DMS). 

Rodríguez JM 
A, C, D 

42m + 12st + 
6t § 

2st 

 
† = Datos sin publicar de Palomino y col.  
‡ = Cariotipo publicado por Palomino y col. (2012). 
§ = Cariotipo publicado por Palomino y col. (2008). 
 

Los datos obtenidos de FISH se utilizaron para la elaboración de los idiogramas de cada 

especie, y en donde se indica el número y posición de los loci de ADNr. Los loci del 5S de 

ADNr siempre se localizaron en la región proximal en ambos brazos de un par de cromosomas 

pequeños en cada especie, mientras que los loci del 18S de ADNr se localizaron en la región 

intersticial de un par de cromosomas grandes. La Figura 20 muestra las señales de hibridación 

del 18S y 5S de los ADNr en las especies de Agave; en A. tequilana var. ‘Azul’ se observaron 
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en el par 1 y en ambos brazos del par 10, respectivamente; en A. cupreata en el par 3 y en 

ambos brazos del par 8, respectivamente; en A. angustifolia var. ‘Lineño’ en el par 5 y en 

ambos brazos del par 11, respectivamente; en A. angustifolia var. ‘Cimarrón’ en el par 2 y en 

ambos brazos del par 11, respectivamente. 

 

 
 

Figura 20. Idiogramas de los cariotipos de las especies de Agave indicando los sitios de 

hibridación del 5S (verde) y 18S (rojo) de ADNr. a A. tequilana var. ‘Azul’; b A. cupreata; c 

A. angustifolia var. ‘Lineño’; d A. angustifolia var. ‘Cimarrón’. Barras = 10 µm. 
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El análisis citogenético mostró el número cromosómico diploide 2n = 60 en todas las especies, 

lo cual coincide con reportes previos en el género  (Palomino y col., 2005; Palomino y col., 

2008; Palomino y col., 2010). Todas las especies mostraron un cariotipo bimodal con 

cromosomas grandes (G) y pequeños (P) (n = G + P); este cariotipo bimodal se comparte entre 

varios géneros en Asphodeloideae (Brandham y Doherty, 1998; Adams y col., 2000; Vosa, 

2005) y Agavoideae (McKelvey y Sax, 1933; Brandham, 1969a); recientemente, McKain y 

col. (2012) demostraron que el cariotipo bimodal de Agavoideae se originó debido a un evento 

de alopoliploidía, donde las especies progenitoras parecen estar extintas. No obstante de 

mantener el mismo cariotipo bimodal en todas las especies, también se encontraron diferentes 

fórmulas cariotípicas, que en el caso de A. tequilana var. ‘Azul’ fue 42m + 12st + 6t; el de A. 

cupreata 42m + 2sm + 8st + 8t; el de A. angustifolia var. ‘Lineño’ 48m + 2sm+ 2st + 8t; y el 

de A. angustifolia var. ‘Cimarrón’ 42m + 4sm + 6st + 8t. Esta variación inter- e intraespecífica 

antes mencionada, se ha reportado también en otras especies y variedades dentro del género 

(Banerjee y Sharma, 1988; Moreno-Salazar y col., 2007; Palomino y col., 2008), lo que 

conlleva a la formación de diferentes citotipos. Moreno-Salazar y col. (2007) estudiaron tres 

poblaciones silvestres de A. angustifolia y encontraron dos citotipos diferentes; Palomino y 

col. (2008) analizaron ocho variedades de A. tequilana y reportaron el mismo número de 

citotipos. La presencia de diferentes citotipos en el género Agave pudieron originarse debido a 

intercambios cromosómicos heterocigóticos (Moreno-Salazar y col., 2007; Palomino y col., 

2008; Palomino y col., 2010), los cuales pueden modificar la estructura de los cromosomas y 

mantener al mismo tiempo su número diploide (Lima-Cardoso y col., 2013). 
  

En este trabajo se reporta por primera vez el número y localización de los loci de ADNr en dos 

especies, A. cupreata y A. angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’ así como un locus diferente 

del 5S de ADNr en todas las especies estudiadas. Los datos obtenidos de FISH proveen nueva 

información acerca del mapeo físico de los ADNr en las especies del género Agave, por lo que 

dichos sitios de hibridación pueden ser empleados como marcadores moleculares para la 

identificación de cromosomas en híbridos obtenidos en programas de mejoramiento así como 

en estudios evolutivos. 
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No obstante de la gran diversidad del género Agave, el cual incluye a 166 especies, el mapeo 

físico de los ADNr u otros marcadores moleculares es escaso, ya que solamente cinco especies 

han sido descritas. Las diferentes fórmulas cariotípicas encontradas en todas las especies 

indican la presencia de citotipos, mientras que los datos de FISH de los ADNr permitieron el 

mapeo físico de A. cupreata y dos nuevas variedades de A. angustifolia. Este trabajo provee 

nueva información acerca de la posición y número de los loci de ADNr en las especies del 

género Agave a través del análisis cariotípico comparativo, sin embargo, se debe realizar una 

investigación citogenética más amplia para entender la evolución del género y desarrollar 

programas de mejoramiento genético para preservar su biodiversidad. Es decir, la 

identificación de los sitios de hibridación de los ADNr así como los cariotipos aquí reportados 

pueden utilizarse en la identificación de las especies estudiadas, en el análisis de cómo el 

número de los loci de los ADNr en el género han ido evolucionando, y como ayuda en los 

programas de mejoramiento genético al identificar el origen de los cromosomas en los 

híbridos obtenidos. 

 

La presencia de polen 2n en las especies estudiadas proveen la oportunidad de aprovechar este 

recurso en el desarrollo de programas de mejoramiento genético, ya que se pueden utilizar este 

tipo de gametos en la incorporación de genes de importancia agronómica de poblaciones 

silvestres en las especies cultivadas, lo que generaría un aumento en la variabiliad y 

heterocigocidad de estas últimas. También pueden ayudar en la recuperación de la diversidad 

de dichas especies, ya que al aumentar la ploidía de la planta, aumenta también la 

heterocigocidad debido a la presencia de tres o más alelos por locus. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

El análisis citológico de la microsporogénesis en Agave tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia  

var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’ permitió la identificación de diversas anormalidades como: puentes 

cromosómicos, cromosomas retrasados, micronúcleos, mónadas, diadas y triadas, mientras que  

el análisis morfológico del polen confirmó la presencia de polen 2n. El origen de este tipo de 

gametos fue debido a dos diferentes mecanismos de restitución meiótica en A. tequilana var. 

‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’: una falla en la citocinesis II así como un huso mitótico 

anormal. Los mecanismos de restitución involucrados en la formación de los gametos 2n son 

equivalentes a la Restitución de la Segunda División Meiótica. 

 

El análisis citogénetico en A. tequilana var. ‘Azul’, A. cupreata y A. angustifolia var. ‘Lineño’ 

y ‘Cimarrón’ mostró que todas las especies poseían un número cromosómico diploide 2n = 60, 

con un cariotipo bimodal compuesto de cinco pares de cromosomas grandes y 25 pares de 

cromosomas pequeños. También se observaron diferentes fórmulas cariotípicas con una 

constricción secundaria en un par de cromosomas grandes en todas las especies. El mapeo 

físico del 5S y 45S de ADN ribosomal (ADNr) en las especies mencionadas mostró que el 5S 

de ADNr se localizó en ambos brazos de un par de cromosomas pequeños, mientras que el 

45S de ADNr estaba asociado a la constricción secundaria de un par de cromosomas grandes, 

logrando identificar dos pares de cromosomas en cada una de las especies estudiadas. 

 

Se observó que las especies A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’ y 

‘Cimarrón’ poseen una inflorescencia abierta con una maduración acropétala así como una 

asincronía en la microsporogénesis.  

 

La microsporogénesis observada en A. tequilana var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’ y 

‘Cimarrón’, fue del tipo sucesiva y la citocinesis del tipo centrífuga, por lo que las tétradas 

encontradas fueron principalmente tetragonales, y en menor cantidad decusadas, lineales, en 

forma de T y tetrahédricas. 
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Se identificaron diversas anormalidades en la microsporogénesis en A. tequilana var. ‘Azul’ y 

A. angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’, tales como células con uno o varios puentes 

cromosómicos, células con uno o varios fragmentos acéntricos, cromosomas retrasados así 

como micronúcleos.  

 

Se observaron mónadas, diadas, triadas y otros productos de la meiosis; las mónadas y triadas 

se presentaron tanto en A. tequilana var. ‘Azul’ como en las dos variedades de A. angustifolia, 

sin embargo, no se observaron diadas en A. angustifolia var. ‘Cimarrón’. Las frecuencias de 

mónadas y diadas fue mayor en A. angustifolia var. ‘Lineño’ mientras que la frecuencia de 

triadas fue mayor en A. angustifolia var. ‘Cimarrón’. 

 

Se observó la ausencia de la citocinesis II durante la meiosis, lo cual generó diadas y triadas; 

también se pudo observar la presencia de un huso mitótico anormal, posterior a la división 

reduccional de los bivalentes, lo que daba lugar a la formación triadas, con una microspora 2n 

y dos microsporas n. Estos mecanismos de formación de gametos 2n no se han descrito 

previamente en ninguna otra especie del género Agave. 

 

El análisis morfológico del polen mostró la presencia de polen de diferente tamaño, el polen 

gigante se identificó como polen 2n, con frecuencias de 1.2-3.2 % en las especies estudiadas. 

Se observó que la viabilidad de polen fue mayor en A. angustifolia var. ‘Lineño’ y ‘Cimarrón’ 

con más del 90 %, mientras que en A. tequilana var. ‘Azul’ fue del 42 %. 

 

Las diadas, triadas y polen gigante encontrados en las especies de Agave, indican la presencia 

de un mecanismo de restitución involucrado en la formación de gametos 2n en A. tequilana 

var. ‘Azul’ y A. angustifolia var. ‘Lineño’, el cual es equivalente a la Restitución de la 

Segunda División Meiótica (SDR). 

 

Se obtuvieron líneas transformantes de E. coli DH5α con fragmentos del 5S (cuatro colonias) 

y 18S (una colonia) de ADNr de A. tequilana var. ‘Azul’; las cuales se identificaron como 

secuencias del 5S y 18S de ADNr mediante un blastn en la base de datos del NCBI. Se 
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registraron en el GenBank la secuencia 2 del 5S y la secuencia del 18S con números de 

accesión: KF159808 y KF159807, respectivamente. 

 

La hibridación in situ fluorescente (FISH) del 5S y 45S de ADNr de trigo, mostró que estos 

hibridan en todas las especies en un par de cromosomas pequeños y grandes, respectivamente. 

 

El conteo de cromosomas en las especies del género confirmó que todas eran diploides con 2n 

= 60, y el análisis cariotípico mostró que todas poseen un cariotipo bimodal con cinco 

cromosomas grandes y 25 cromosomas pequeños, una constricción secundaria en un 

cromosoma grande y diferentes fórmulas cariotípicas, y por ende, diferentes citotipos. 

 

Los idiogramas obtenidos de los datos de FISH indicaron el número y posición de los loci de 

ADNr en las especies del género. Los loci del 5S se localizaron siempre en una región 

proximal en ambos brazos de un cromosoma pequeño mientras que el locus del 18S se 

localizó en una región intersticial de un cromosoma grande y asociado a la constricción 

secundaria. 

 

La FISH simultánea del 5S y 45S de trigo junto a las secuencias de A. tequilana var. ‘Azul’ en 

las especies en estudio, permitió la identificación del mismo número de señales así como un 

traslape de las mismas, debido a la similitud existente entre las mismas.  

 

El mapeo físico de las especies del género Agave mediante el uso de ADNr de trigo y Agave 

fue el siguiente: el 18S y 5S en A. tequilana var. ‘Azul’ se identificaron en los pares 1 y 10; en 

A. cupreata, en los pares 3 y 8; en A. angustifolia var. ‘Lineño’ en los pares 5 y 11 y en A. 

angustifolia var. ‘Cimarrón’, los pares 2 y 11. 
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X. ANEXO 1 

 

α-Bromonaftaleno al 0.1 %: Mezclar 10 µl de α-bromonaftaleno saturado en 10 ml de agua 

destilada.  

 

Aceto-orceína al 1 %: Disolver 2.25 g de orceína en 100 ml de ácido acético glacial. Hervir 

lentamente por 2-3 h, se deja enfriar a temperatura ambiente y se filtra. Almacenar en botella 

oscura. Para su uso, mezclar 4.5 ml de la solución con 5.5 ml de agua destilada. 

 

Ácido acético al 45 %: Disolver 45 ml de ácido acético glacial en 55 ml de agua destilada. 

 

Amortiguador TAE 10X: Disolver 48.42 g de Tris base, 11.4 ml de ácido acético glacial y 

3.7 g de EDTA disódico en 800 ml de agua desionizada. Aforar a 1 l. Ajustar el pH a 8.2. 

 

Anti-dig fluoresceína: Diluir la solución stock (200 µg/ml) 1:10 (v/v) en blockbuffer. 

 

Anti-fluoresceína: Diluir la solución stock (1 mg/ml) 1:250 (v/v) en blockbuffer. 

 

Anti-estreptavidina biotinilada (cabra): Diluir la solución stock (0.5 mg/ml) 1:50 (v/v) en 

blockbuffer. 

 

Azul de anilina al 1 % en lactofenol: Disolver 20 g de fenol (cristales) en 20 ml de ácido 

lactico (85% v/v), 40 ml de glicerina y 20 ml de agua destilada mediante un calentamiento 

ligero y una vez fría, se agrega el azul de anilina. Se deja reposar 24 h y se filtra. 

 

Blockbuffer: Reactivo de bloqueo (Boehringer) al 1% en buffer 1. 

 

Buffer 1: Tris HCl 0.1M + cloruro de sodio 0.15 M, con un pH = 7.5. 
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Buffer de citratos: Mezclar la solución de citrato trisódico 10 mM con la solución de ácido 

cítrico 10 mM hasta obtener un pH = 4.5.  

 

Buffer de CTAB al 10%: Disolver 10 g de CTAB y 4.1 g de NaCl en agua miliQ. 

 

Buffer de extracción CTAB-PVP al 2 %: Disolver 2 g de CTAB (Bromuro de 

cetiltrimetilamonio) en Tris-HCl 100mM (pH 8.0), EDTA 20 mM (pH 8.0), NaCl 1.4 M y 

PVP (polivinilpirrolidona) al 1 %. 

 

Buffer de precipitación de CTAB al 1 %: Disolver 1 g de CTAB en Tris-HCl 50 mM (pH 

8.0) y EDTA 10 mM (pH 8.0). 

 

Buffer TE 0.1: Mezclar las soluciones de Tris-HCl 1 mM (pH 8.0) y EDTA 0.1 mM (pH 8.0). 

 

Buffer TE alto en sales: Mezclar las soluciones de Tris-HCl 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM 

(pH 8.0) y NaCl  (1 M). 

 

Cloroformo:alcohol isoamílico: Mezclar 24 volúmenes de cloroformo con 1 volumen de 

alcohol isoamílico. 

 

DAPI (4’6-diamino-2-fenilindol): Solución stock de 100 μg/ml en agua miliQ. Para su uso, 

diluir el stock a 1 μg/ml en solución SSC 2X. 

 

Dextrán sulfato sódico al 50 %: Disolver 5 g de dextrán sulfato sódico en 10 ml de agua 

miliQ. 

 

Dodecilsulfato de sodio al 10 %: Disolver 10 g de dodecilsulfato de sodio en 100 ml de agua 

miliQ. 
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EDTA 0.5 M: Disolver 18.612 g de EDTA en 70 ml de agua destilada y se ajusta el pH a 8.0 

con NaOH 5M y se afora a 100 ml. Se autoclavea la solución y se almacena a 4 °C. 

 

Enzimas pectiolíticas: Pectoliasa Y23 al 0.2 % (p/v) + celulasa RS al 0.2 % (p/v) + 

citohelicasa al 0.2 % (p/v) en buffer de citratos 10 mM con pH = 4.5. 

 

Estreptavidina Cy3: Diluir la solución stock (1 mg/ml) en blockbuffer 1:250 (v/v). 

 

Estreptavidina Alexa-Fluor 546: Diluir la solución stock (1 mg/ml) 1:50 (v/v) en 

blockbuffer. 

 

Etanol al 70 %, 80 %, 90 %, 96 %: Diluir el etanol absoluto v/v en agua. 

 

Fluoresceína anti-conejo (cabra): Diluir la solución stock (1.5 mg/ml) 1:75 (v/v) en 

blockbuffer. 

 

Fluoresceína anti-dig: Diluir a 200 μg/ml la solución stock de fluoresceína anti-dig 1:10 (v/v) 

en blockbuffer. 

 

Fluoresceína anti-oveja (conejo): Diluir la solución stock (1.5 mg/ml) 1:75 (v/v) en 

blockbuffer. 

 

Formamida: Utilizar formamida desionizada. 

 

Gel de agarosa al 1  % con bromuro de etidio: Disolver 1 g de agarosa en 100 ml del 

amortiguador TAE 1X y agregar bromuro de etidio a una concentración final de 0.5 μg/ml de 

gel. 

 

Medio LB líquido: Para 1 l de medio, disolver 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y 10 

g de triptona en 950 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 5M y aforar a 1 l. 
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Esterilizar en autoclave por 20 min a 103400 Pascales. Dejar enfriar hasta ~55 °C para agregar 

el antibiótico de selección, si fuera necesario. 

 

Medio LB sólido: Para 1 l de medio, disolver 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y 10 g 

de triptona y 15 g de bactoagar en 950 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 

5M y aforar a 1 l. Esterilizar en autoclave por 20 min a 103400 Pascales. Dejar enfriar hasta 

~55 °C para agregar el antibiótico de selección, si fuera necesario. 

 

Medio SOC: Para 1 l de medio, disolver 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 0.5 g 

de NaCl en 950 ml de agua destilada. Agregar 10 ml de KCl 250 mM. Ajustar el pH a 7.0 con 

NaOH 5 M y llevar el volumen a 980 ml. Esterilizar por 20 min a 103400 Pascales. Dejar 

enfriar hasta ~55 °C y agregar 10 ml de MgCl2 1M (autoclaveado) y 10 ml de glucosa 2M 

esterilizada por filtración. 

 

Paraformaldehído al 4 %: Disolver 4 g de paraformaldehído en 60 ml de agua miliQ a 60 °C 

hasta que el color lechoso desaparezca y agregar 200 μl de NaOH 10M. Ajustar el volumen a 

100 ml y dejar enfriar a temperatura ambiente. 

 

Pepsina: Solución stock de 500 μg/ml en HCl 0.01 M. La solución de trabajo se obtiene al 

diluir el stock 1:100 en HCl 0.01M. 

 

RNAsa A: Disolver 100 mg de RNasa A en 10 ml de Tris HCl 10 mM (pH = 7.5) y NaCl 15 

mM. Hervir durante 15 min y dejar enfriar. Almacenar a - 20 °C. 

 

SSC 20X: Cloruro de sodio 3M + citrato trisódico 0.3M (pH = 7.0). La soluciones 2X y 0.1X 

se obtienen al diluir la solución concentrada con agua miliQ. 
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