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RESUMEN  

Actualmente se vive en una crisis ambiental de biodiversidad, donde los recursos naturales 

son sobreexplotados y degradados a niveles extremos; mismos recursos que no se pueden 

recuperar, siendo afectado el acervo natural, este se ve abatido al punto de desaparecer. En 

México existe un género de plantas muy peculiar conocido como Agave y las especies de 

este género se les conocen comúnmente como “maguey”, mismas que pertenecen a la familia 

Asparagaceae; una familia que es considerada de difícil agrupación taxonómica de las 

especies que la conforman, por las notables características que la preceden y sus parámetros 

en vista de que presentan una morfología heterogénea y desde un punto de vista molecular 

aún no está bien caracterizada; la información taxonómica de este género aún es muy escasa, 

sumando a que solo los especialistas pueden determinar y diferenciar las especies de esta 

familia, se presentan diferentes obstáculos para su preservación y conocimiento. México al 

ser el centro de origen del agave, no solo cuenta con la mayor diversidad de este género, 

también se le han encontrado múltiples usos a tan emblemática planta, desde usos 

industriales, ornamentales, gastronómicos etc. El presente trabajo tuvo como objetivo la 

caracterización molecular de cuatro especies de agaves (A. gentryi, A. parrasana, A. montana 

y A. atrovirens) mediante la metodología de código de barras de ADN. El poder 

discriminatorio de dos regiones de ADN (rbcL y matK) se evaluó mediante cuatro análisis 

ampliamente utilizados en Códigos de Barras de ADN: BLAST, distancia genética, unión de 

vecinos cercanos y brecha de código de barras. Los diferentes métodos analíticos mostraron 

un poder discriminatorio diferente respecto a las especies en cuestión. 

Palabras clave: Agave, ADN, discriminatorio, matK, rbcL. 
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ABSTRACT 

We are currently living in an environmental crisis of biodiversity, where natural resources 

are overexploited and degraded to extreme levels; the same resources that cannot be 

recovered, being affected the natural acquis, this is reduced to the point of disappearing. In 

Mexico there is a very peculiar genus of plants known as agave and the species of this genus 

are commonly known as "maguey", which belong to the family Asparagaceae; a family that 

is considered difficult taxonomic grouping of the species that make it up, for the remarkable 

characteristics that precede it and ITS parameters in view of the fact that it presents  a 

heterogeneous morphology and from a molecular point of view is not yet well characterized; 

the taxonomic information of this genus is still very scarce, adding that only specialists can 

determine and differentiate the species of this family, there are different obstacles to ITS 

preservation and knowledge. Mexico, being the center of origin of agave, not only has the 

greatest diversity of this genus, but also multiple uses have been found to such an emblematic 

plant, from industrial, ornamental, gastronomic uses etc. The present work aimed at the 

molecular characterization of four species of agaves (A. gentryi, A. parrasana, A. montana 

and A. atrovirens) using the DNA barcode methodology. The discriminatory power of two 

REGIONS OF DNA (rbcL and matK) was assessed by four analyses widely used in DNA 

Barcodes: BLAST, genetic distance, close neighbor union, and barcode gap. Different 

analytical methods showed a different discriminatory power with respect to the species in 

question. 

Keywords: Agave, DNA, discriminatory, matK, rbcL. 



~ 1 ~ 
 

1. INTRODUCCIÓN 

El agave es una planta muy peculiar especialmente para México, es concomitante de historia, 

tradición, cultura y misticismo; la versatilidad que tiende a ofrecer a diferentes áreas como 

lo son las culturales, sociales, económicas, ambientales, étnicas y productivas le ha permitido 

destacar y sobresalir, aunado a que posee características únicas que le permiten sobrevivir 

dentro de los ecosistemas áridos y semiáridos donde las condiciones son remotas, 

proveyendo refugio y alimento para una amplia gama de especies desde insectos hasta 

mamíferos, además sirve como apoyo en la reducción de la erosión. México es considerado 

como centro de origen por la gran diversidad de especies descritas, con un registro total hasta 

la fecha del 76% de las especies a nivel mundial (Espinoza-Barrera Laura Angelica, 2015); 

los agaves tienen diferentes usos, entre los que destacan son: la producción de alimentos, 

fibras, forraje, medicinales, elaboración de bebidas fermentadas (Rosales et al., 2008); sin 

embargo, las poblaciones naturales de agaves están sufriendo una fuerte presión por el 

incremento en la demanda de productos derivados y/o por actividades antropogénicas, lo cual 

provoca una alta vulnerabilidad, por ello es importante generar estrategias eficaces de 

conservación para dichas especies (Ortiz et al., 2009). 

De acuerdo con la taxonomía clásica en la familia Asparagaceae existen problemas con la 

nomenclatura y estructura de varios taxones del género Agave, esto, debido a la continua 

descripción de nuevas especies que han hecho crecer los grupos, sin embargo, la delimitación 

de los mismos sigue siendo controversial (García-Mendoza Abisaí J., 2007). Por lo anterior 

se ha optado por generar un conocimiento más detallado, en donde participan diferentes 

disciplinas como la Taxonomía, Etnobotánica, Bioquímica y Biología Molecular; esta última 

juega un papel importante pues se le considera como una herramienta que permite visualizar 

de una manera más precisa la clasificación de los organismos y, en el caso de los agaves, se 

han iniciado estudios que permitirán tener una mejor comprensión en la delimitación de 

especies (González-Álvarez Marcela, 2005). 

Una aplicación importante de la genética molecular es la identificación de material biológico, 

ya que muchas veces resulta difícil identificar a un organismo sin la ayuda de un especialista 

(M. Rocha & Gasca, 2007).  
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Ante esta problemática, surge en el año 2003 el concepto denominado “Código de Barras de 

la Vida” (CBV), el cual se basa en el empleo de la variabilidad nucleotídica existente en 

regiones cortas y estandarizadas del genoma que sirve como auxiliar en la identificación y 

descubrimiento de especies biológicas en grandes grupos taxonómicos de manera rápida y 

eficaz (D. Gernandt et al., 2009). Las regiones de ADN en plantas terrestres de acuerdo con 

el CBOL son las regiones del cloroplasto matK y rbcL (Fazekas et al., 2012). La región matK 

está involucrada en la codificación de los plastos lo que significa que evoluciona rápidamente 

y consistentemente ha demostrado altos niveles de discriminación entre especies de plantas 

terrestres y tiene un alto grado de variabilidad (Hollingsworth, 2011). La región rbcL es el 

gen mejor caracterizado y es adecuado para la recuperación de secuencias de alta calidad, 

pero no es la región más variable, por lo que se utiliza como un componente en las 

combinaciones multilocus  (D. S. Gernandt et al., 2007). Dichos genes fueron seleccionados 

por su alta universalidad y por su capacidad de discriminación (Salazar-Chávez Gerardo, 

2009).  

Los esfuerzos para la caracterización molecular, uso sustentable y conservación de los 

recursos genéticos de las agaváceas mexicanas, aun son escasos; por lo anterior mencionado 

el objetivo de este trabajo fue probar el poder de identificación de dos regiones del código de 

barras de ADN (rbcL y matK) en especies de A. gentryi, A. parrasana, A. montana y A. 

atrovirens. 

2. JUSTIFICACIÓN 

La importancia de esclarecer el taxón de determinadas especies de flora o fauna permitirá 

aprovechar y conservar el acervo que se está perdiendo debido a la degradación ambiental y 

la sobreexplotación de recursos naturales; los Códigos de Barras de la Vida representan una 

nueva vía para preservar la biodiversidad biológica e impulsar el libre acceso a la información 

de diferentes especies, misma que es confiable y que impulsará nuevos proyectos; así mismo 

se podrán hacer identificaciones rápidas y precisas para nuevos estudios de conservación y 

el aprovechamiento de estos mismos recursos.  
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3. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar molecularmente cuatro especies del género Agave L. mediante dos regiones de 

código de barras de ADN (rbcL y matK) para evaluar su poder discriminatorio.  

 

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Analizar las secuencias obtenidas de cada una de las especies de agaves colectados. 

2. Determinar el grado de parentesco de las especies analizadas por medio de 

dendrogramas.  

3. Generar códigos de barras de ADN para contribuir con las bases de datos de NCBI y 

BOLD SYSTEMS.  
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5. ANTECEDENTES 

5.1 Clasificación Taxonómica 

5.1.1 Familia Asparagaceae 

La familia fue descrita por Antoine Laurent de Jussieu y publicado en Genera Plantarum 40 

en 1789. Es una familia de plantas monocotiledóneas perteneciente al orden Asparagales; la 

familia es reconocida por sistemas de clasificación modernos (Mark W. Chase & James L. 

Reveal, 2009) por sus siglas en inglés (Angiosperm Phylogeny Group), dentro de la familia 

podemos encontrar alrededor de 150 géneros divididos en 7 subfamilias: Agavoideae, 

Aphyllanthoideae, Asparagoideae, Brodiaeoideae, Lomandroideae, Nolinoideae y 

Scilloideae, sin embargo los límites infrafamiliares en Asparagaceae no están bien definidos 

dado que los criterios para delimitar las subfamilias son arbitrarios (García-Mendoza et al., 

2019). Actualmente diversos autores opinan que la ubicación taxonómica de la familia aún 

es controversial pues Asparagaceae presenta una morfología heterogénea y desde un punto 

de vista molecular aún no está bien caracterizada (APG IV., 2016). 

5.1.2 Género Agave  

La delimitación genérica y el número de especies que lo componen ha variado a lo largo del 

tiempo, los agaves son un género de plantas generalmente suculentas, pertenecientes a la 

antigua familia Agavaceae a la cual deben su nombre; este género es originario de América, 

y la mayor concentración de especies se encuentra en México donde son conocidas como 

magueyes o mezcales; el género fue dado a conocer científicamente en Europa, en 1753; por 

el naturalista sueco Carlos Linneo, quien lo tomó del griego Agavos que significa “noble o 

admirable”, fue ubicado en la Clase VI, Hexandria Monogynia. Posteriormente, fue incluido 

en diferentes familias, como Amaryllidaceae, Agavaceae y en años recientes, con base en 

evidencias morfológicas y moleculares en Asparagaceae, subfamilia Agavoideae (Tabla 1); 

se calcula que el género surgió hace apenas 12 millones de años (APG IV., 2016; García-

Mendoza A., 2002; Mark W. Chase & James L. Reveal, 2009).  
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                               Tabla 1. Taxonomía botánica del género Agave. 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Descripción botánica 

 

Los agaves son plantas xerófitas y perennes que presentan modificaciones o 

especializaciones morfológicas como una estrategia para sobrevivir en ambientes desérticos, 

tienen una forma característica de roseta y poseen raíces ramificadas, cutícula gruesa, hojas 

suculentas con estomas hundidos y metabolismo fotosintético tipo CAM (Figura 1) 

(Andrade, 2007).  

5.2.1 Tallo 

Comprenden plantas acaulescentes (sin tallo aparente); de porte pequeño hasta plantas 

arbóreas, con hojas dispuestas en espiral y arregladas en rosetas en el ápice de un tallo, el 

cual puede ser corto y apenas sobrepasar unos centímetros del suelo, o bien, ser largo y erecto, 

el tallo es el principal órgano de almacenamiento de agua y carbohidratos de reserva; en 

varias especies el tallo se dobla hasta el sustrato, esta estructura permite que el agua en forma 

de lluvia o de rocío sea capturada y dirigida hacia el suelo y las raíces (Troiani, 2017).  

5.2.2 Hojas 

El desarrollo de suculencia en las hojas es una de sus adaptaciones más conspicuas, las hojas 

le permiten el almacenamiento de agua, por lo general son suculentas, fibrosas y carnosas, 

esto permite que las plantas sobrevivan durante algún tiempo en ausencia de suministro de 

agua exterior, su forma varía de linear a lanceolada u ovalada con la base dilatada y carnosa; 

                      Taxonomía 

Reino  Plantae  

   División  Magnoliophyta 

           Clase  Liliopsida  

               Subclase Liliidae 

                        Orden Asparagales 

                           Familia Asparagaceae 

                                Subfamilia  Agavoideae 

                                        Género  Agave 
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y los márgenes exhiben una gran diversidad morfológica, pero casi siempre tienen una espina 

al final del ápice que puede medir desde algunos milímetros hasta cinco centímetros (García-

Mendoza Abisaí J., 2007).  

El envés muestra la huella de los dientes de la hoja que le antecedió, lo que es muy notorio 

en las especies con hojas suculentas; el color de las mismas se representa en tonos de verde 

y glauco o amarillos, rojizos o violetas; el bandeo de las hojas con segmentos alternantes 

claros y oscuros se debe a las variaciones en el grosor de la cutícula y aparentemente, se 

origina por condiciones irregulares de crecimiento, que dependen de las condiciones 

climáticas (González-Medrano Francisco, 2012). 

 

5.2.3 Flores 

Las flores aparecen desde el centro de la roseta de hojas en un tallo denominado escapo floral 

que es semileñoso, conocido comúnmente como quiote; el fruto puede ser una cápsula o baya 

(García-Mendoza Abisaí J., 2007). La inflorescencia que surge del meristemo apical del 

maguey suele ser desproporcionada en relación con el tamaño de la planta (Figura 2). Las 

flores son hermafroditas, actinomorfas, trímeras, solitarias o agrupadas en inflorescencias 

paniculadas, el pedúnculo floral tiene brácteas que se reducen en tamaño desde la base hasta 

Figura 1. Morfología de un Agave sp. 



~ 7 ~ 
 

el ápice; son bisexuales, tubulares, con ovario ínfero y poseen seis tépalos secos (Troiani, 

2017). 

5.2.4 Raíz 

Las raíces pueden ser fibrosas, ramificadas y profundas, parten de un tallo subterráneo 

denominado rizoma, el sistema de raíz de los agaves también puede ser superficial, lo cual 

facilita la absorción de agua de lluvia, generalmente escasa, que permiten la captación 

eficiente de pequeñas cantidades de agua.  

 

Figura 2. Partes de un Agave sp. (Romano-Grande E., 2017). 
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5.2.5 Metabolismo  

El metabolismo ácido crasuláceo (CAM), típico de algunos géneros y familias de los agaves 

que crecen en zonas con altas temperaturas; las plantas con metabolismo CAM tienen 

traspiración nocturna, constituyen una especialización fisiológica en los agaves, abren sus 

estomas en la noche, fijan el carbono en ácidos orgánicos, principalmente ácido málico, que 

se acumulan en vacuolas; durante el día el ácido málico es descarboxilado y se obtiene 

carbono (CO2) el cual se almacena en forma de ácidos orgánicos en la vacuola y éste se 

incorpora a la fotosíntesis el cual es utilizado por la planta para la producción de 

carbohidratos; por lo tanto, la transpiración es menor y da como resultado ganancias en 

carbono perdiendo lo mínimo en agua, de tal manera que la probabilidad de supervivencia de 

una roseta en sequias prolongadas depende del volumen de agua y de los carbohidratos 

almacenados durante la época favorable; así mismo, en época seca el agua almacenada ayuda 

a mantener las reacciones bioquímicas y la apertura de estomas para la asimilación de CO2 

en condiciones prolongadas de sequía, por lo menos diecisiete taxa de agaves tienen este tipo 

de metabolismo; mientras que otras son hasta cierto punto “facultativas”, ya que en 

condiciones de riego frecuente o en laboratorio los estomas abren de día, absorben CO2 

siguiendo probablemente la ruta fotosintética denominada C3 (García-Mendoza Abisaí J., 

2007). 

5.3 Especies de consulta  

5.3.1 Agave gentryi 

Conocido también como maguey verde; se observa un tallo corto por lo que se consideran 

subacaulescentes, las hojas son lisas, suculentas, planas dorsiventralmente y pueden ser 

rígidas de 45 a 80 cm de largo por 17 a 25 cm de ancho, de color verde claro a verde oscuro; 

la forma de la hoja es lanceolado triangular, con márgenes parcial o totalmente córneos, de 

0.1 a 0.3 cm; el ápice de las hojas es largamente acuminado, las hojas forman una roseta, 

donde en el centro sale un cono central llamado cogollo, las hojas al madurar se van 

separando de esta estructura dejando una impresión de su margen en el envés de la siguiente 

hoja; los dientes están separados entre sí a una distancia de 2.1 a 5.5 cm, el color de los 

dientes es de tono café obscuro, color negro opaco, café grisáceo o café rojizo, deltoides, de 

0.8 a 1.2 (1.5) cm, la forma del contorno de la inflorescencia es aovada, el tamaño de las 
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flores se de 4.8 a 8 cm de longitud, en el androceo se tienen 6 estambres, los filamentos son 

exertos, filiformes y planos dorsiventralmente, están insertos en la mitad del tubo, las anteras 

son introrsas; el fruto es una cápsula de forma oblonga de 6 a 7.5 cm de largo por 2 a 2.7 cm 

de ancho. 

La distribución abarca los estados de Nuevo León y Coahuila, principalmente en la Sierra 

Madre Oriental (González-Álvarez Marcela, 2005). 

5.3.2 Agave atrovirens 

Conocido comúnmente como maguey pulquero; posee un tamaño máximo de 2 a 4 metros 

de altura, siendo la especie más alta del género Agave, posee hojas lanceoladas, de color 

verde oscuro, de unos 30 a 40 cm de ancho, de hasta 150 cm de longitud que se disponen en 

forma de roseta desde el centro, de color verde claro a glaucas, pruinosas, margen recto a 

ligeramente ondulado, cada hoja termina en una espina alargada de 10 a 12 cm de longitud 

de color negro o grisáceo y 3 a 4 mm de anchura, las hojas son perennes, es decir no se 

renuevan durante la estación fría; espinas laterales de 5 mm de longitud sobre una base 

ensanchada; inflorescencia paniculada, contorno general oblongo, flores 8 a 9.5 cm de largo, 

robustas de color verde amarillentas con ápice rojizo, tépalos 3 a 4 cm largo, 4 a 9 mm ancho, 

triangulares u oblongos, erectos, gruesos, los externos ligeramente más largos que los 

internos, el tallo porta la inflorescencia que forma un racimo. Su distribución abarca los 

estados de Morelos, Hidalgo, Puebla, Estado de México y Oaxaca (Martínez-Agustino 

Antonio et al., 1995). 

Tabla 2. Clasificación taxonómica de A. gentryi. 

Taxonomía 

Reino  Plantae  

División  Magnoliophyta 

      Clase  Liliopsida  

       Orden Asparagales 

       Familia Asparagaceae 

     Subfamilia Agavoideae 

             Género Agave 

                Especie gentryi 

 

 

Figura 3. Planta de A. gentryi. 
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5.3.3 Agave parrasana 

Conocido comúnmente como maguey de parras; la roseta alcanza solamente 40 a 60 cm, se 

distingue por sus rosetas pequeñas, globosas, compactas y solitarias, frecuentemente de color 

gris claro a glauco azulado o verde pálido, sus hojas son oblongas, densamente imbricadas, 

planas a cóncavas arriba, gruesas, rígidas, la variación en las dimensiones de la hoja mide de 

14.5 a 22.5 cm, con respecto al ancho de la hoja, se observó que las medidas varían de 10 a 

11.5 cm, las hojas son de color gris azulado y de textura cerosa; presentan agudas espinas de 

color rojizo, la longitud, forma y engrosamiento de la espina es de 1.1 a 4.5 cm de longitud 

por 0.2 a 0.7 de ancho en la base, disminuyendo en tamaño hacia la base, separados entre sí 

por 1 a 2.5 cm, con inflorescencia paniculada elíptica, umbelas compactas, bracteoladas, 

brácteas del escapo grandes, suculentas, rojizas a púrpuras; flores 50 a 60 mm de longitud, 

color rojo intenso a purpúreas, amarillas al abrirse, tépalos 15 x 5 a 6 mm, lanceolados, casi 

iguales, más bien gruesos, de color amarillo pálido; fruto capsular de 5.3 x 1.7 mm, florecen 

a inicios de verano pero sólo lo hacen una vez al cabo de varias décadas y mueren habiendo 

desarrollado hijuelos en la base, su fruto es de tipo capsular. Se reporta como endémica para 

Coahuila (García-Mendoza A., 2002).  

 

Tabla 3. Clasificación taxonómica de A. 

atrovirens. 

Taxonomía 

Reino  Plantae  

División  Magnoliophyta 

      Clase  Liliopsida  

       Orden Asparagales 

       Familia Asparagaceae 

     Subfamilia Agavoideae 

             Género Agave 

                Especie atrovirens 

 

 

Figura 4. Planta de A. atrovirens. 
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5.3.4 Agave montana  

Conocido también como maguey de montaña; son plantas multianuales, no rizomatosas; de 

rosetas hemisféricas, compactas, 1.40 a 1.65 m de diámetro, 90 a 1.25 m de alto; la variación 

en las dimensiones de la hoja mide de 45 a 48 cm de longitud y las de mayores dimensiones, 

de 230 a 300 cm de largo, cortamente elípticas, ligeramente cóncavas a casi planas, 30 a 40 

cm de largo, 15 a 17 cm de ancho, de color verde amarillento, base ensanchada, ápice 

acuminado con borde de color café  púrpura, espina de 3 a 5 cm de largo, margen recto con 

16 a 18 dientes grisáceos antrorsos y retrorsos por lado, separados 2.5 a 3.5 cm con 

inflorescencia de 3.5 a 4.5 m de alto, ovoide, con dientes marginales y espina terminal, 

cóncavas, suculentas, café rojizas, cubriendo completamente el tallo floral; tallo floral 12 a 

16 cm de diámetro; flores 6 a 7 cm de largo, tubo del perianto 2 cm de largo, 12 a 14 mm 

ancho, tépalos lanceolados, 2 cm de largo, 3 a 4 mm de ancho, filamentos 5 a 6 cm de largo 

y 3 mm de ancho, aplanados, insertos en la base de los tépalos, anteras de 19 a 20 mm de 

largo y 2 mm de ancho, amarillas; cápsulas oblongas, de 5 a 6 cm de largo y 1.5 a 2 cm de 

ancho, de color café obscuro; semillas lacrimiformes, 5 a 6 mm largo, 3 a 4 mm ancho, de 

color negro brillante. Se considera como endémica para el área limítrofe de Nuevo León y 

Coahuila (Villarreal Q, 1996). 

Tabla 4. Clasificación taxonómica de A. 

parrasana. 

Taxonomía 

Reino  Plantae  

División  Magnoliophyta 

      Clase  Liliopsida  

       Orden Asparagales 

       Familia Asparagaceae 

     Subfamilia Agavoideae 

             Género Agave 

                Especie parrasana 

 

 

Figura 5. Planta de A. parrasana. 
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Tabla 5.  Clasificación taxonómica de A. 

montana. 

 

Taxonomía 

Reino  Plantae  

División  Magnoliophyta 

      Clase  Liliopsida  

       Orden Asparagales 

       Familia Asparagaceae 

     Subfamilia Agavoideae 

             Género Agave 

                Especie montana 

 

5.4 Distribución geográfica  

Es un género con amplia repartición, donde factores como altitud, clima, vegetación y 

fisiografía tienen una gran relevancia para la distribución de cada especie; es endémico de 

América, se distribuye desde el sur de Canadá (límites de la provincia de Alberta con Dakota 

del Norte, Estados Unidos) hasta Bolivia, incluyendo las islas del Caribe, desde las Bahamas 

hasta Aruba y Trinidad y Tobago; los países con el mayor número de taxones son México, 

Estados Unidos, Cuba y Guatemala; los demás tienen menos de ocho especies, cifra que 

representa menos del 3% del total de especies registradas (García-Mendoza A., 2002). En 

México son abundantes, su hábitat abarca desde el nivel de mar, hasta los 3400 m s. n. m. Se 

asocian con matorral xerófilo, selvas secas y húmedas, bosque espinoso, bosque tropical 

caducifolio y en bosques de pino-encino, en las sierras meridionales del centro, Sierra Madre 

Occidental, Altiplano mexicano (de Chihuahua a Coahuila, Guanajuato y Querétaro), 

Península de Baja California y Sierra Madre Oriental; también en la Sierra Madre del Sur, 

Cuenca del río Balsas y la Planicie Tamaulipeca (Vázquez-Elorza Ariel & Rivera-Ramírez 

Javier, 2020). Los agaves pueden desarrollarse en distintos paisajes del territorio nacional, 

de acuerdo con la Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad 

(CONABIO) hay una presencia de aproximadamente 213 diferentes especies “silvestres” las 

cuales se encuentran localizadas en 2,286 municipios (Figura 7), principalmente en zonas 

áridas y semiáridas, pero su número disminuye drásticamente hacia las provincias húmedas 

y cálidas del sur, por lo que su ausencia es notoria en estados como Tabasco, Campeche y 

Quintana Roo (Iglesias-Mancera Emma, 2020). Son abundantes en las provincias florísticas 

de las Serranías Meridionales del centro de México, Sierra Madre Occidental, Altiplano 

Figura 6. Planta de A. montana. 
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mexicano, península de Baja California, y Sierra Madre Oriental. Pero al subdividir a México 

en cuadrantes de un grado de longitud por un grado de latitud, el área de mayor riqueza 

corresponde a un cuadrante ubicado en la provincia del valle de Tehuacán-Cuicatlán con 

quince especies, siendo el área con mayor diversidad en México, pues no solo conserva una 

gran riqueza de grupos taxonómicos, sino también filogenéticos (Secretaría de Medio 

Ambiente y Recursos Naturales, 2019).  

El alto grado de endemismo de especies que existe en nuestro país se debe a la heterogeneidad 

del territorio y a las propiedades intrínsecas de cada taxón, tales como su plasticidad genética, 

tolerancia ecológica, capacidad de dispersión y germinación de sus semillas, así como a sus 

interacciones bióticas con otros organismos, como los polinizadores, y a factores como los 

eventos históricos que han tenido lugar en Norteamérica, los cuales han influenciado la 

distribución actual de las especies (Eguiarte Luis; Souza Valeria & Silva-Montellano Arturo, 

2000). En el matorral xerófilo pueden llegar a ser dominantes o codominantes, de tal manera 

que las comunidades vegetales reciben nombres que aluden a sus formas de vida, como lo es 

el matorral rosetófilo. También prosperan en tipos de vegetación templado, preferentemente 

en el bosque de encino (Quercus) y, en menor proporción, en el de coníferas y el mesófilo 

de montaña. Los tipos de suelo favorecen el crecimiento de los agaves, son diversos y pueden 

 Figura 7. Distribución de agaves en México (Vázquez-Elorza, 2020). 
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ser tanto de origen ígneo como sedimentario, principalmente calizas. Esta diversidad de 

ambientes es uno de los factores que ha favorecido el gran número de taxones en México.  

5.5 Importancia de los agaves  

El género Agave es uno de los géneros más característicos de México; su importancia va 

desde su valor social, económico, ecológico y cultural (Rosales et al., 2008), de cuyo uso se 

tienen registros en México que datan de más de 10 mil años, nuestro país alberga  

aproximadamente un 76% de especies a nivel mundial, con ello se logró la domesticación 

mediante la selección humana, pues se les escogían por sus fibras, o por las altas cantidades 

de azucares que les proporcionaban, diversificando la morfología y filogenética a nivel global 

de esta especie (Espinoza-Barrera Laura Angelica, 2015). En la Mesoamérica prehispánica, 

se elaboraban alimentos y bebidas fermentadas procedentes de los agaves, los cuales 

contaban con una alta relevancia cultural y social. En la actualidad, es de gran importancia 

para muchos pueblos indígenas y mestizos que lo han aprovechado como fuente de alimento, 

bebida, medicina, combustible, ornato, fibras duras extraídas, abono, construcción de 

viviendas, elaboración de implementos agrícolas entre otros usos. Los agaves son de las 

plantas más comerciales por los diferentes usos económicos de los cuales se les puede hacer 

provecho, teniendo como ejemplo la industria tequilera, de fibras naturales, mezcalera y 

gastronómica. 

Los agaves se han utilizado como fuente de alimento, cabe destacar que son muy útiles en la 

culinaria tradicional: sus pencas se usan para envolver la barbacoa, sus flores llamadas 

gualumbos se guisan, también la cutícula o membrana de la penca se utiliza para envolver la 

carne de los mixiotes, como bebida con el aguamiel también pueden elaborarse productos 

como el pan de pulque, y como se mencionó anteriormente el tequila y los mezcales; como 

medicinal: los agaves contienen importantes fitoquímicos como vitaminas y saponinas, que 

ejercen beneficios para la salud, que en algunos casos pueden disminuir o perderse durante 

el proceso de fabricación de algunos productos como en la cocción de la piña de los agaves, 

en el procesamiento para hacer tequila (Santos-Zea et al., 2012) y como material: para la 

elaboración de casas y fibras (Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la 

Biodiversidad CONABIO, 2021). 
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5.6 Códigos de barras de ADN (importancia y aplicaciones) 

Actualmente se ha observado una rápida y creciente tasa de extinción de especies, es entre 

cien y mil veces superior a las tasas observadas durante los cinco episodios de extinción 

masiva que precedieron la aparición del ser humano, se ha afirmado que la sexta extinción 

masiva puede estar en marcha, esta vez causada en su totalidad por humanos y sus actividades 

antropogénicas (Cowie et al., 2022). Aunque la considerable evidencia indica que existe una 

crisis de biodiversidad, poco se ha hecho caso omiso a tales advertencias, es por ello que ante 

la acelerada pérdida de biodiversidad en todo el mundo debido al inadecuado uso de la tierra, 

la deforestación, el cambio climático, las especies invasoras y los patógenos emergentes, 

entre otras causas; las medidas de gestión de los recursos naturales se han enfocado en 

acelerar el inventario de la diversidad biológica, de comprender su funcionamiento e integrar 

su uso en el desarrollo sostenible de la sociedad humana (Barnosky et al., 2011; Paz Andrea 

et al., 2011). 

Debido a esto, una estrategia para la conservación de este inventario puede ser  la reserva 

genética ADN (ácido desoxirribonucleico); esta reserva es necesaria para la subsistencia de 

las plantas y animales pues en ella se encuentra la información para el desarrollo de los ya 

mencionados, la morfología, el apoyo para combatir enfermedades o plagas, el ciclo de vida 

y las futuras adaptaciones a condiciones climáticas distintas, además de que es posible 

estudiar su capacidad evolutiva (Espinoza-Barrera Laura Angelica, 2015). Por ello el código 

de barras de ADN fue presentado a la comunidad científica en el año 2003 por un grupo de 

investigación dirigido por el doctor Paul Hebert quien propuso un nuevo sistema de 

identificación y descubrimiento de especies; el cual se basa en “el empleo de la variabilidad 

nucleotídica existente en regiones cortas y estandarizadas del genoma, como auxiliar en la 

identificación y descubrimiento de especies biológicas en los grandes grupos taxonómicos 

de organismos” (D. Gernandt et al., 2009), la cual sirve como una etiqueta para la 

identificación rápida y precisa de especies; el propósito de este sistema es de realizar una 

identificación más eficaz, de este modo facilitar la conservación, el conocimiento y el uso 

sustentable de la biodiversidad.  

Para que una región del genoma pueda ser utilizada como código de barras de ADN es 

necesario que esta permita distinguir entre variación interespecífica (entre especies 
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cercanamente relacionadas) y variación intraespecífica (dentro de la misma especie). De lo 

anterior, se genera el concepto de “barcoding gap”, que es la diferencia que existe entre la 

variación interespecífica e intraespecífica; cuanto mayor sea la diferencia entre estas la 

discriminación específica será más acertada (Meyer & Paulay, 2005). Se propuso 

inicialmente para identificar animales a partir de un fragmento del gen mitocondrial 

citocromo c oxidasa subunidad 1 (COI), de aproximadamente 648 pares de bases (pb), el cual 

en numerosos estudios ha mostrado que para varios grupos de aves, peces, mamíferos, 

lepidópteros y otros insectos este fragmento COI presenta una variación interespecífica 

suficientemente amplia, permitiendo buena correspondencia entre la identificación molecular 

y la identificación basada en caracteres morfológicos de las especies (Bergmann et al., 2013).  

La ventaja de usar COI es que es lo suficientemente corto para ser secuenciado de forma 

rápida y barata, pero al mismo tiempo lo suficientemente larga para identificar variaciones 

entre especies (Čandek & Kuntner, 2015). Sin embargo, el código de barras COI no es 

efectivo para la identificación de plantas porque evoluciona muy lentamente, pero dos 

regiones de genes en el cloroplasto, matK y rbcL, han sido aprobadas como las regiones de 

código de barras para plantas terrestres (Fazekas et al., 2012). Pero algunos autores han 

sugerido que el solapamiento entre variación intraespecífica e interespecífica aumenta 

cuando se realizan muestreos con un mayor número de taxa emparentados, disminuyendo la 

fiabilidad del código de barras de ADN y algunos estudios han mostrado que estos 

marcadores, aun combinados, no presentan una variación suficiente para diferenciar especies 

cercanas en algunas familias de Angiospermas; para ello se optó la utilización de otros 

marcadores como la región transgénica psbA-trnH, el intrón trnL y la región nuclear ITS 

(Cowan et al., 2006). Otras aplicaciones para el código de barras de ADN son en campos 

como ecología, genética de poblaciones, evolución y economía, los cuales se benefician 

actualmente de la disponibilidad de los datos moleculares (Paz Andrea et al., 2011). En 

ecología, una de las aplicaciones más interesantes es la posibilidad de analizar la dieta de 

diferentes animales a partir de su contenido estomacal o de sus heces; ya que abre la 

posibilidad para entender el funcionamiento de los ecosistemas y el papel que juegan las 

especies en las redes tróficas y evaluar la estructura filogenética de las especies en 

coexistencia (Valentini et al., 2009).  
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En el bosque tropical en particular, la colecta de datos de códigos de barras a nivel de 

comunidades permitirá homogenizar las identificaciones y cuantificar con mayor precisión 

los cambios en la estructura y diversidad de las mismas; a partir de secuencias de códigos de 

barras será posible establecer la filogenia de una comunidad (Erickson et al., 2008). Por 

ejemplo, los códigos de barras pueden ser útiles para comprender el cambio en la 

composición de las comunidades debido a fenómenos como el cambio climático, asimismo 

los códigos de barras han permitido también cuantificar el efecto de una epidemia que ha 

causado una mortalidad masiva en anfibios, a pesar de que la taxonomía de los miembros de 

la comunidad estaba incompleta (Crawford et al., 2010).  

Desde un punto de vista económico, una de las aplicaciones más importantes de los códigos 

de barras de ADN se presenta en el manejo de pestes, especies invasoras y en el control del 

tráfico ilegal de especies; podemos observar en el estudio de “Epidemic disease decimates 

amphibian abundance, species diversity, and evolutionary history in the highlands of central 

Panama” (Crawford et al., 2010), se usaron códigos de barras para identificar una nueva rana 

invasora en la Ciudad de Panamá.  

De esta forma, el código de barras de ADN se convierte en una herramienta con aplicaciones 

legales y utilidad directa para los agentes que regulan el comercio de especies o de partes de 

ellas (Peral-García; Giovambattista, 2015). 

En la actualidad esta tecnología está permitiendo reconocer a las especies y saber cómo se 

relacionan con las que están presentes en otros sitios, si a esto sumamos los avances actuales 

en una nueva rama de la ciencia, denominada metagenómica, podremos darnos cuenta de 

posibles alteraciones en el medio ambiente casi de forma inmediata y sin errores, con lo que 

se ha denominado códigos de barras ambientales; toda la información obtenida hasta ahora 

está disponible en una gran biblioteca de códigos de barras, la cual se puede visitar en el sitio 

www.boldsystems.org el cual alberga actualmente los datos de más de medio millón de 

especies de todo el mundo y forma parte del megaproyecto internacional llamado Barcode of 

Life, en el cual participan casi 100 naciones (CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y 

Tecnología), 2022). 

México ha sido participe en este proyecto, desde sus inicios y por primera vez en su historia 

científica, ocupa un lugar destacado en la generación de resultados en un proyecto de gran 
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alcance internacional, donde han participado más de 20 instituciones nacionales. Todas ellas 

han conformado la red temática de Códigos de Barras de la Vida en México, apoyada por el 

CONACYT; en particular ECOSUR se ha constituido como un líder, junto con el Instituto 

de Biología de la UNAM y CIBNOR. 

Los Códigos de Barras de ADN representan una brillante y eficaz alternativa para darle un 

gran impulso al reconocimiento de la diversidad biológica, lo cual permitirá postular nuevas 

teorías sobre la evolución y distribución actual de los seres vivos, y permitirán plantear 

nuevas alternativas para el desarrollo sustentable de nuestro país (Elías-Gutiérrez Manuel & 

Moreno-Valdéz Martha, 2015).  

Específicamente los agaves se caracterizan por su difícil determinación taxonómica (Quiroz 

et al., 2007); desde una perspectiva histórica, el taxón Agave L. se ha ubicado en diferentes 

familias botánicas, ya que existen autores que no reconocen al género dentro de la familia 

Agavaceae, sino lo incluyen dentro de la familia Amaryllidaceae o la familia Liliaceae 

(Dueñas, 2016). Por otro lado, la propuesta por Dahlgren es la más aceptada pues ha sido 

basada un sistema de clasificación tomando en cuenta numerosos caracteres (cariotípicos, 

anatómicos, químicos, biogeográficos, etc.); estas variantes se han debido principalmente a 

la falta de entendimiento en la evolución de la morfología, en casos como hábito, crecimiento 

secundario y posición del ovario en las flores (Hernánez-Sandoval, 1995).  

Actualmente la identificación de las especies, su conservación y posible aprovechamiento, 

está restringida a un selecto grupo de especialistas, “los taxónomos”, en este contexto la 

biología molecular es una herramienta que permite visualizar de otra manera la clasificación 

de los organismos; y en el caso de agaves se han iniciado estudios que permitirían tener una 

mejor comprensión, no sólo a nivel de género, sino también intergenérico, ya que su 

delimitación con respecto a los géneros herbáceos cercanos, como manfreda y polianthes aún 

no ha sido resuelta. Todo esto nos permite seguir adentrándonos en el conocimiento de estas 

plantas emblemáticas de nuestro país. 

En México el Instituto de Biología, además de mantener y desarrollar la Colección Nacional, 

tiene la responsabilidad de contribuir al inventario y la identificación (“certificación 

taxonómica”) de todas las especies y cultivares de agaves. Una herramienta particularmente 

útil es la producción de un código de barras genético para las agaváceas, especialmente para 
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las que están incluidas en la NOM-059-ECOL-2001, apoyaría de manera fundamental la 

consecución de los fines de la Red, teniendo aplicaciones directas tanto en la conservación 

como en aspectos productivos, como la certificación y el fitomejoramiento de los agaves. 

Diferentes trabajos de investigación por parte de distintas instituciones, están realizando la 

identificación de especies de agaves por medio de códigos de barra de ADN. Hasta la fecha 

de realización de este documento en BOLD systems existe un total de 125 registros de 

especímenes de agaves, de las cuales 114 muestras cuentan con una secuencia de ADN y 88 

muestras cuentan con códigos de barras de ADN (Centre for Biodiversity Genomics, 2021).  

5.7 Marcadores moleculares matK y rbcL 

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN que se han consolidado como 

herramientas valiosas para la detección y el uso de la diversidad genética, con su consecuente 

aplicación en programas de selección genética de plantas, animales y microorganismos (P. J. 

Rocha, 2003). Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar 

polimorfismos en loci únicos o múltiples y son de tipo dominante o codominante (Rentaría, 

2010). 

En el caso de plantas y de hongos el fragmento COI no es utilizable como código de barras 

de ADN, lo que ha llevado a buscar secuencias alternativas; en plantas la tasa de sustitución 

en la región COI es muy baja a diferencia de animales, lo cual, se traduce en la ausencia de 

variación a nivel de la secuencia entre especies del mismo género (Cowan et al., 2006).  La 

búsqueda de un código de barras para plantas se enfocó en el genoma nuclear y plastídico y 

se concluyó que un método multilocus sería necesario en este grupo de organismos. En el 

2009, después de un largo debate, el CBOL por sus siglas en inglés (Consortium for the 

Barcode of Life, Plant Working Group), aprobó a las regiones plastídicas matK y rbcL como 

regiones barcode para las plantas (Kim, 2015).   

5.7.1 matK: maturasa K 

El gen matK es una maturasa involucrada en el procesamiento (splicing) de intrones grupo II 

que codifican para tARNLys. Es una de las regiones codificantes de los plastos que más 

rápidamente evoluciona y consistentemente ha demostrado altos niveles de discriminación 
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entre especies, sin embargo, se requiere todavía un mayor trabajo para que los resultados de 

la amplificación sean óptimos. 

El grupo de trabajo CBOL ha recomendado el gen de la maturasa K (Hilu & Liang, 1997) 

que evoluciona rápidamente y es altamente variable (Hollingsworth, 2011), pero la 

amplificación y secuenciación de la región del código de barras matK es difícil debido a la 

alta variabilidad de secuencia en los sitios de unión del cebador (Hollingsworth, 2011). 

Actualmente, hay tres pares de cebadores matK populares disponibles para amplificar 

aproximadamente la misma región del gen: 390F y 1326R (Cuenoud et al., 2002; Sun et al., 

2001), XF y 5R (Ford et al., 2009) y 1R_KIM y 3F_KIM (Hollingsworth, 2011; Jeanson et 

al., 2011). Utilizaron estos tres pares de cebadores para amplificar códigos de barras de ADN 

de 296 especies de arbustos y árboles (Kress et al., 2009). Estas combinaciones de cebadores 

mostraron un éxito de amplificación en el 85 % y un éxito de secuenciación en el 69 % de 

las especies, lo que demuestra que es posible una amplificación fiable en una variedad de 

plantas, utilizando varias combinaciones de cebadores. Sin embargo, el uso de más de un par 

de cebadores puede llevar mucho tiempo y ser costoso y, a menudo, es complejo para 

proyectos a gran escala (Heckenhauer et al., 2016). 

5.7.2 rbcL: ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa 

El gen rbcL participa en el proceso de fotosíntesis y fijación de carbono de la atmósfera para 

generar azúcar, es el proceso bioquímico más importante en el planeta que sostiene todas las 

cadenas tróficas; es el gen mejor caracterizado y gracias a las mejoras en los diseños de los 

cebadores; es el que mejor se ha recuperado en plantas terrestres y es adecuado para la 

recuperación de secuencias bidireccionales de alta calidad, pero no es la región más variable, 

por lo que se utilizaría solamente como un componente en las combinaciones multilocus (D. 

S. Gernandt et al., 2007). Sin embargo, algunos estudios han mostrado que estos marcadores, 

aun combinados, no presentan una variación suficiente para diferenciar especies cercanas en 

algunas familias de Angiospermas por lo cual se ha propuesto la utilización de otros 

marcadores como la región transgénica psbA-trnH, el intrón trnL y la región nuclear ITS para 

estos casos (Group et al., 2009). 
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Todas las plantas terrestres tienen ambos genes. El rbcL es el más fácil de recuperar y trabajar 

técnicamente, uno de los más conocidos bioquímica y molecularmente, pero no es el mejor 

en cuanto a discriminar especies cercanas. En cambio, matK es uno de los genes con más 

capacidad de distinción entre especies; por eso se complementan.  

Ambos fueron los más eficientes para las tres características básicas que requiere el código 

de barras: universalidad, es decir, que esté presente en todas las plantas terrestres; facilidad 

técnica, para obtener la secuencia, incluso de fragmentos de semillas, alimentos o muestras 

forenses, y capacidad de discriminación, que varíe lo suficiente para distinguir a individuos 

de especies distintas (Salazar-Chávez Gerardo, 2009).  

5.8 Análisis filogenético 

La filogenia es el estudio de las relaciones evolutivas; un análisis filogenético no sólo nos 

indica las relaciones evolutivas entre las secuencias o especies las cuales descienden de 

ancestros comunes, también puede indicarnos cuales son las distancias entre ellas. Los 

métodos de reconstrucción filogenética más habituales asumen que todas las secuencias o 

especies provienen a partir de un ancestro común mediante bifurcaciones (Bioinformatics & 

Genomics group, 2022). 

Los métodos filogenéticos reconstruyen árboles (dendrogramas) en los que las ramas y los 

nodos unen diferentes taxones, estos taxones pueden ser especies, individuos, genes, etcétera  

(Figura 8), al recorrer las ramas desde los nodos terminales hacia nodo original recorremos 

la historia evolutiva de ese gen u organismo; cada punto de ramificación (también llamado 

nodo interno) representa un evento de divergencia o separación de un grupo en dos grupos 

descendientes (Núñez-Colín & Escobedo-López, 2011). 
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En un árbol filogenético, la relación entre dos especies tiene un significado muy específico; 

dos especies están más relacionadas si tienen un ancestro común más reciente y menos 

relacionadas si tienen un ancestro común menos reciente. 

También se puede dar el caso de politomía, lo que significa que un punto de ramificación 

tiene tres o más especies diferentes que surgen de él, en general, una politomía nos muestra 

dónde no tenemos suficiente información para determinar el orden de las ramas. 

5.9 Cálculo de distancias genéticas 

Existen varias propuestas metodológicas para analizar los datos provenientes de un proyecto 

de códigos de barras de ADN.  

Una primera aproximación es la identificación basada en distancia o divergencia genética, la 

cual está determinada por el porcentaje de sitios nucleotídicos que varían entre una secuencia 

desconocida y las secuencias que se encuentran en la base de datos de referencia, corregida 

con el modelo de sustitución nucleotídica Kimura 2 parámetros (Kimura, 1980).  

Diversos trabajos han encontrado valores umbrales de las distancias genéticas en diferentes 

taxa, para sugerir que la secuencia nueva proviene de una especie distinta.  

La segunda aproximación posible es la identificación por medio de árboles filogenéticos en 

este caso la identificación es dada por la posición de la secuencia desconocida en una 

filogenia, basado en su cercanía evolutiva con las otras secuencias de ese grupo monofilético 

(Cuenoud et al., 2002). 

Figura 8. Partes de un dendrograma. 
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La última aproximación frecuentemente usada consiste en identificar uno o más caracteres 

moleculares cuyo estado sea de sinapomorfía (carácter nuevo compartido por dos o más 

individuos), permitiendo un diagnóstico de especies por estados derivados de nucleótidos (D. 

S. Gernandt et al., 2007). Una ventaja de este método es que estos caracteres usados en la 

identificación podrían formar también una parte de la descripción primaria de especies 

nuevas (Ford et al., 2009). 

 5.10 Taxonomía tradicional y códigos de barras de ADN 

Aunque la propuesta de utilizar códigos de barras de ADN como herramienta de 

identificación generó, desde sus inicios, gran controversia en la comunidad científica, en la 

actualidad la taxonomía afronta varios desafíos, entre ellos el reducido número de 

especialistas capaces de identificar y nombrar a las distintas especies, pero sin duda es la 

altísima tasa de destrucción de los ecosistemas, y la consecuente extinción de miles de 

especies, lo que representa el mayor problema, añadiendo la lentitud del proceso de 

descripción de especies, y del aún más lento proceso de difusión de la información, el cual 

es muy tardío en cuestión de examinación de información. 

Los taxónomos consientes de estas problemáticas han creado un concepto de aceptación 

hacia los códigos de barras de ADN (y tal vez el concepto más aceptado actualmente), “el 

desarrollo de códigos de barra de ADN no excluye a la taxonomía tradicional (que se basa 

en caracteres morfológicos), por el contrario, se presenta como una herramienta 

complementaria basada en técnicas de biología molecular para la correcta identificación de 

las especies” (Jeanson et al., 2011).  

El sistema de códigos de barras del ADN promete revolucionar las tareas de identificación 

taxonómica proveyendo un sistema confiable, rápido y barato, para esto es necesario 

construir una gran base de datos de los códigos de barras de las especies, mediante la mayor 

participación de especialistas. Es posible que en un futuro próximo ya no se tenga que 

depender del taxónomo de forma presencial (salvo en casos muy excepcionales), se podrá 

contar con un aparato que lea códigos de barras genéticos; en éste podrá introducir un 

pequeño trozo del organismo en cuestión y en unos minutos tener la identificación en su 

pantalla (Oceguera-Figueroa Alejandro & León-Régagnon Virginia, 2009).  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

6.1 Colecta de material vegetal 

La colecta de material biológico se realizó en poblaciones naturales de la región sureste del 

estado de Coahuila y en la región noroeste del estado de Hidalgo. El muestreo de cada 

ejemplar consistió en cortar 5 g (aproximadamente) de partes vegetativas jóvenes y 

visiblemente sanas, las cuales fueron puestas en alcohol de 96º. Además, durante la colecta 

se tomaron los datos de etiquetado, ubicación geográfica, fotografías y al mismo tiempo se 

colectaron partes vegetativas que sirvieron como muestras “respaldo” las cuales se 

depositaron en el ANSM (Herbario Antonio Narro Unidad Saltillo México); ubicado en el 

Departamento de Botánica de la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro, Buenavista 

Saltillo, Coahuila, C.P. 25315, México. 

6.2 Extracción de ADN genómico 

La extracción de ADN genómico de cada muestra se realizó siguiendo el método de CTAB 

(bromuro de hexadeciltrimetilamonio) “modificado” (Sharma et al., 2003), el cual se 

describe a continuación.  

Se precalentaron 700 µl de solución CTAB de la marca BIOSCIENCES (G-Biosciences) a 

60 °C, se molió 1 g de tejido vegetal, hasta obtener un polvo fino; el cual se colocó en el tubo 

eppendorf de 1.5 ml que contenía el CTAB (previamente calentado), se incubó la mezcla 

durante 30 minutos a 60 °C en el ThermoMixer (Select BioProducts, México). En seguida, 

se agregaron 0.6 volúmenes de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se procedió a mezclar 

por inversión (15 minutos), posteriormente la mezcla se centrifugó a 15,000 rpm 

(revoluciones por minuto) durante 10 minutos en una microcentrífuga (Labnet International, 

USA). Con el objetivo de precipitar el ADN, se transfirieron 300 µl de la fase acuosa a un 

tubo eppendorf nuevo y se agregaron 2 volúmenes de alcohol absoluto, nuevamente la mezcla 

se centrifugó a 15,000 rpm por 5 minutos para formar la pastilla que contenía el ADN, a la 

cual se realizaron dos lavados con 400 µl y 300 µl de etanol al 70% (respectivamente) y se 

centrifugo a 15,000 rpm por 5 minutos entre cada lavado. Finalmente, la pastilla se dejó secar 

durante toda la noche, pasado este tiempo se resuspendió agregando 70 µl de agua libre de 

nucleasas y se dejó incubar a una temperatura de 50 °C por 30 minutos a 50 rpm en un 
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ThermoMixer (Select BioProducts, México). Las muestras de ADN se almacenaron a -20 °C 

para su posterior uso.  

6.3 Electroforesis en el gel de agarosa  

La concentración y cantidad del ADN extraído se comprobó mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 0.8% a 75 voltios durante 1:45 h, utilizando marcador de peso molecular (1Kb, 

Axygen, USA). La carga de muestras consistió en una mezcla de 5 µl de ADN genómico de 

las especies colectadas más 3 µl de buffer de carga molecular (5X Green Go Taq® Reaction 

Buffer, PROMEGA, USA). La visualización del gel se realizó mediante el Sistema de 

Documentación Gel Axygen (Axygen GD-1000, USA).  

6.4 Amplificación por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Con el ADN genómico se llevó a cabo la amplificación de los códigos de barras de ADN. La 

PCR se realizó utilizando la mezcla comercial GoTaq® Green Master Mix, 2X™ (Promega, 

USA), según las especificaciones del fabricante (Tabla 6), con cebadores y programas de 

PCR establecidos en la literatura (Tabla 7). La mezcla resultante se llevó a un Termociclador 

(Axygen MaxyGene II™, USA); los productos de PCR amplificados se verificaron por 

medio de una electroforesis en gel de agarosa (0.8%) y nuevamente la visualización del gel 

se realizó mediante el Sistema de Documentación Gel Axygen (Axygen GD-1000, USA). El 

ADN se conservó a -20 °C para su análisis posterior. 

Tabla 6. Tabla de volúmenes y concentraciones utilizados para la PCR. 

Componente Volumen Concentración final 

GoTaq® Green Master Mix, 2 X™ 10 µl 1 X 

          Cebador F (inicial) 10 µM 0.25-2 µl 0.1-1.0 µM 

Cebador R (inverso), 10 µM 0.25-2 µl 0.1-1.0 µM 

ADN Molde 1 µl <250 ng 

Agua libre de nucleasas 5 µl N.A. 
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Tabla 7. Cebadores y programas de PCR utilizados para la amplificación de ADN. 

Fragmento             Cebadores (5´-3´) Programa de PCR   Referencia 

rbcL rbcLa-F: 

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 

rbcLa-R: 

GTAAAATCAAGTCCACCRCG 

94 °C, 5 min; 35 × (94 °C, 30 s; 

 

50 °C, 40 s; 72 °C, 40 s); 72 °C, 10 

min; ∞4 °C. 

(Kress et al., 

2009) 

 

matK 

                     

MagF: 

AGATGTTCCTTTTTTGCATTCATTG                     

MagR: 

ACACGAAAGTCGAAGTATATAC 

 

94 °C, 5 min; 35 × (94 °C, 15 s; 56 

°C, 20 s; 

 

2 °C, 50 s); 72 °C, 10 min; ∞4 °C. 

Diseñados 

en este 

estudio 

 

6.5 Secuenciación  

Se enviaron 300 ng de producto de PCR de cada muestra al servicio de secuenciación en el 

Laboratorio Nacional de Genómica para la Biodiversidad (LANGEBIO), del Centro de 

Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional Unidad Irapuato 

(CINVESTAV), León Guanajuato, México. 

6.6 Búsqueda, descarga y alineamiento de secuencias 

La búsqueda y descarga de secuencias de especies del género Agave correspondientes a dos 

códigos de barras de ADN (rbcL y matK) se realizó en la base de datos del BOLD Systems 

(Barcode of Life Data System) y NCBI (National Center for Biotechnology Information), 

(Centre for Biodiversity Genomics, 2021; National Library of Medicine (US), 2021).  

Se filtraron secuencias de acuerdo con el rango de nucleótidos documentada para cada 

marcador y, sin bases ambiguas (N).  

El alineamiento de las secuencias de referencia y las generadas en el laboratorio (secuencias 

de consulta) se llevó a cabo de manera independiente para cada marcador y se ajustaron de 

forma manual con la herramienta de ClustalW (Thompson et al., 2003), implementado en el 

programa MEGA X versión 10.2.6 build 10210527  (Tamura et al., 2011). 
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6.7 Análisis de códigos de barras de ADN 

La efectividad del poder discriminatorio de las regiones de ADN utilizados en este estudio, 

se evaluó mediante cuatro métodos analíticos ampliamente utilizados en códigos de barras 

de ADN, esto con la finalidad de asignar una identidad a las secuencias analizadas.  

6.8 Análisis de la calidad de la secuencia 

El análisis de la calidad de la secuencia se evaluó por medio de tres parámetros: sitios de 

conservación (C): la conservación indica que una secuencia ha sido mantenida por selección 

natural y que ha permanecido relativamente sin cambios en el árbol filogenético y, por lo 

tanto, en el tiempo geológico, son regiones que varían en grupo de secuencias o eventos de 

mutación, tales como sustitución de bases (cambio entre bases), inserciones (adición de una 

nueva base en la secuencia), deleciones (eliminación de una base). Sitios variables (V): la 

variabilidad indica que una secuencia presenta cambios en el árbol filogenético y, por lo 

tanto, difiere en las secuencias comparadas. Sitios informativos o Indels (Pi): presentan una 

inserción en el genoma, tiene como objetivo la búsqueda e identificación de un posible árbol 

filogenético que requiera el menor número de eventos evolutivos (mínimo de cambios 

evolutivos o pasos de un estado a otro) para dar explicación a los procesos o fenómenos 

observados.  

6.9 Herramienta básica de búsqueda de alineación local (BLAST) 

Las secuencias de los dos marcadores se concatenaron (por separado) como una base de datos 

de consulta y mediante la herramienta de BLASTn, se realizó un BLAST considerando 

aciertos máximos de 98 a 100% con una especie (Ross et al., 2008).  

6.10 Distancia genética  

Se utilizó el método de distancia genética (más cercana), con la función BestCloseMatch 

(Sonet et al., 2013) del software SPIDER en el programa bioinformático RStudio (Brown, 

Collins, Boyer, Lefort, et al., 2012).  
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6.11 Construcción de Dendrogramas 

Con base en las secuencias alineadas, el método de unión del vecino más cercano se realizó 

en MEGA X (Stecher et al., 2020). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el 

método de 2 parámetros de Kimura (K2P) (Kimura, 1980); todas las posiciones ambiguas se 

eliminaron para cada par de secuencias (opción de eliminación por pares). Únicamente las 

especies con múltiples individuos que formaron un clado monofilético en el árbol se 

consideraron identificadas con éxito. El análisis basado en la construcción de árboles 

proporciona un método conveniente y visualizado, que permite evaluar el desempeño 

discriminatorio mediante el cálculo de la proporción de grupos monofiléticos. 

6.12 Brecha de códigos de barra de ADN  

Para poder distinguir entre la variación interespecífica (entre especies cercanamente 

relacionadas) y variación intraespecífica (dentro de la misma especie), se realizó el análisis 

de la brecha de código de barras de ADN mediante el cálculo de la distribución relativa de la 

variación genética inter e intraespecífica, bajo el modelo de distancia por pares (K2P) con el 

software SPIDER en RStudio versión 2021.09.2, cuanto mayor sea la diferencia entre éstas, 

la discriminación de especies será más acertada (Meyer & Paulay, 2005).  

 

Figura 9. Matriz de distancias y matriz del modelo Kimura en el programa 

bioinformático RStudio para secuencias matK y rbcL. 
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7. RESULTADOS  

7.1 Colecta de material vegetal 

En tres localidades del estado de Hidalgo y tres localidades del estado de Coahuila (Figura 

10) se colectaron e identificaron morfológicamente cuatro diferentes especies del género 

Agave de la familia Asparagaceae; se muestrearon un total de 15 ejemplares (Figura 11) en 

distintos cuadrantes del territorio de colecta (Tabla 8). 

Tabla 8. Especies y localización geográfica de muestras colectadas. 

 

Especies 

No.  

muestra 

 

Lugar de 

colecta 

 

Estado 

 

Coordenadas  

Altitud 

(msnm) Latitud Longitud 

A. gentryi  1 Ejido, Carneros Coahuila 25° 14´ 54” N 101° 5´ 28” W 2,106 

A. gentryi  2 Ejido, Carneros Coahuila 25° 14´ 54” N 101° 5´ 28” W 2,106 

A. gentryi 3 Ejido, Carneros Coahuila 25° 12´ 51” N 101° 5´ 30” W 2,116 

A. gentryi  4 Ejido, Carneros Coahuila 25° 10´ 46” N 101° 5´ 38” W 2,120 

A. gentryi  5 Ejido, Carneros Coahuila 25° 8´ 47” N 101° 6´ 21” W 2,124 

A. montana 1 El Cedral Coahuila 25° 12´ 36” N 100° 21´ 46” W 2,887 

A. montana 2 El Cedral Coahuila 25° 12´ 36” N 100° 21´ 45” W 2,890 

A. montana 3 El Cedral Coahuila 25° 8´ 47” N 100° 21´ 44” W 2,894 

A. parrasana JB Buenavista Coahuila 25° 21´ 22” N 101° 01´ 56” W 1,776 

A. parrasana 2 Buenavista Coahuila 25° 21´ 22” N 101° 01´ 56” W 1,776 

A. atrovirens  2 Tasquillo, 

Caltimacán 

Hidalgo 20° 32´ 18” N 099° 22´ 36” W 1,716 

A. atrovirens  3 Tasquillo, 

Caltimacán 

Hidalgo 20° 32´ 29” N 099° 21´ 15” W 1,716 

A. atrovirens  4 Tasquillo, 

Danghu 

Hidalgo 20° 36´ 24” N 099° 20´ 12” W 1,793 

A. atrovirens  5 Tasquillo, 

Portezuelo  

Hidalgo 20° 29´ 28” N 099° 18´ 14” W 1,780 

A. atrovirens  6 Tasquillo, 

Arbolado  

Hidalgo 20° 33´ 13” N 099° 19´ 32” W 1,660 
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Figura 10. Sitos de colecta de material vegetal en localidades de Coahuila e 

Hidalgo. 

A B 
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7.2 Extracción de ADN genómico   

7.3 Amplificación por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

De acuerdo a la Figura 13 y Figura 14, se obtuvieron productos de PCR en el 100% de las 

muestras procesadas, los cuales presentaron el tamaño de banda aproximado esperado para 

ambos marcadores matK (700 a 900 pb) y rbcL (500 pb). 

  

 

Figura 11. Especies colectadas: (A) A. gentryi; (B) A. parrasana; (C) A. montana 

y (D) A. atrovirens. 

El método de extracción de ADN utilizado permitió la obtención de manera exitosa del 

ADN de las muestras de agave analizadas (Figura 12), además, en la misma figura es 

visible la alta calidad del ADN extraído lo cual sugiere su uso en el desarrollo óptimo para 

la amplificación por PCR. 

 

C D 

Figura 12. Extracción de ADN genómico. Carril 1-5 A. gentryi, carril 6-8 A. montana, 

carril 9-10 A. parrasana y carril 11-15 A. atrovirens. 
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7.4 Análisis de secuencias 

Se visualizaron de manera individual los electroferogramas resultantes del proceso de 

secuenciación, se verificó que cada base nucleotídica estuviera representada por un pico 

cromatográfico bien definido/curva de fluorescencia, lo cual es un indicativo de la calidad en 

las secuencias. Los electroferogramas generados en este estudio con ambos marcadores 

mostraron curvas de fluorescencia de buena calidad las cuales representan una base 

Figura 13. Amplicones obtenidos a partir de la región plastídica del gen matK. (A) 

marcador de peso molecular 1 Kb. Carril 1-2 A. gentryi 2, carril 3-4 A. gentryi 3, carril 5-

6 A. gentryi 4, carril 7-8 A. atrovirens 3, carril 9-10 A. atrovirens 4, carril 11-12 A. 

atrovirens 6, carril 13-14 A. montana 1, carril 15 A. montana 2, carril 16 A. montana 3, 

carril 17 A. parrasana 2 y carril 18 A. parrasana JB. 

Figura 14. Amplicones obtenidos a partir de la región plastídica del gen rbcL. (A) 

marcador de peso molecular 1 K. Carril 1-2 A. gentryi 2, carril 3-4 A. gentryi 3, carril 5-6 

A. gentryi 4, carril 7-8 A. atrovirens 3, carril 9-10 A. atrovirens 4, carril 11-12 A. atrovirens 

6, carril 13-14 A. montana 1, carril 15 A. montana 2, carril 16 A. montana 3, carril 17 A. 

parrasana 2 y carril 18 A. parrasana JB. 
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nitrogenada: verde para adenina, rojo para timina, negro para guanina y azul para citosina 

(Figura 15). En la misma figura se observa el extremo 5´- 3´ antes de realizar el corte de los 

extremos, este proceso se realiza comúnmente debido a la baja calidad de reconocimiento de 

nucleótidos en ambos extremos de las secuencias, pues afecta la calidad y el correcto 

alineamiento de las mismas. 

 

7.5 Búsqueda, descarga y alineamiento de secuencias 

El análisis incluyó un total de 20 secuencias de consulta; 10 del marcador rbcL y 10 del 

marcador matK, provenientes de cuatro especies del género Agave (Asparagaceae), además 

se incluyeron 40 especies de referencia (20 rbcL y 20 matK) que provenían de la base de 

datos de BOLD systems y NCBI y que sirvieron únicamente para el correcto alineamiento 

de las secuencias de consulta (Figura 16). La biblioteca de datos final se realizó de manera 

independiente para cada marcador y constó de nueve secuencias de consulta y seis de 

referencia (Figura 17) (Tabla 9).  

Figura 15. Electroferograma de la especie A. gentryi (extremo 5´- 3´). 
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Tabla 9. Número de accesión de BOLD Systems de secuencias sometidas a comparaciones 

filogenéticas. 

Especie rbcL matK 

Agave sisalana GU135234.1 GU135070.1 

Agave americana KC704732.1 JQ412190.1 

Agave angustifolia JQ590092.1 JQ586433.1 

Agave salmiana - AM884164.1 

Agave salmiana - GBVA3240-11 

Agave gentryi - AM884171.1 

Agave sisalana JX572249.1 - 

Agave americana KC704731.1 - 

Agave angustifolia JQ590091.1 - 

 

A 

B 

Figura 16. (A) Análisis de secuencias consulta y referencia de agaves, antes del 

alineamiento. (B) Análisis de secuencias consulta y referencia de agaves 

marcando el alineamiento (se puede observar una inserción o una deleción de una 

base nitrogenada). 
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7.6 Análisis de la calidad de secuencias 

El análisis de calidad de secuencias varió para cada marcador. Con el marcador matK se 

observaron 753 sitios de conservación (C); un sitio variable (V) y un sitio informativo (Pi) 

(Figura 18). Para el marcador rbcL se observó un total de 497 sitios conservados (C); dos 

sitios variables (V) y no se observaron sitios de información (Pi) (Figura 18). El resumen de 

variabilidad se muestra en la (Tabla 10). 

  

 

 

 

B 
A 

A B 

Figura 17. Alineamiento de secuencias consulta y secuencias referencia de agaves. 

(A) región rbcL. (B) región matK. 
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Tabla 10. Resumen de variabilidad. 

Marcador 

 

Número 

de 

Accesiones  

Longitud 

de 

Secuencia  

Longitud 

de 

Secuencia 

Alineada  

Contenido 

de G + C 

(%) 

Número de 

sitios 

conservados  

Número 

de Sitios 

variables 

(%) 

Número de 

Sitios 

Informativos  

(%) 

matK 15 803-815 809 0.30 753 1 1 

rbcL 15 571-579 509 0.41 497 2 0 

 

Figura 18. Figura (A) sitos de conservación con marcador matK, (B) sitios variables 

con marcador matK y (C) sitios informativos o Indels con marcador matK. (D) sitios 

de conservación con marcador rbcL y (E) sitios variables con marcador rbcL. 
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7.7 Análisis de códigos de barras de ADN 

7.7.1 Alineamiento de secuencias  

El método de BLAST proporcionó altos porcentajes de identificación con el marcador rbcL 

con un promedio del 99.61%, dicho marcador logró la identificación a nivel de género en 

ocho secuencias de consulta (Tabla 11). Mientras que el marcador matK logró únicamente la 

correcta identificación a nivel de género de tres secuencias analizadas con un promedio de 

porcentaje de identidad del 99.74 %, el resto de las especies tuvieron una identificación 

“ambigua” (Tabla 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 12. Resultados de identificación usando matK por el método de BLAST. 

Género Especie 

No. De 

muestra 
Porcentaje de 

identidad BLAST 

Región 

analizada (pb) Género Especie 

Agave atrovirens 3 99.74 812 Agave ambiguo 

Agave atrovirens 4 99.74 813 Ambiguo ambiguo 

Agave atrovirens 6 99.87 815 Ambiguo ambiguo 

Agave gentryi 2 99.48 811 Ambiguo ambiguo 

Agave gentryi 3 99.61 813 Ambiguo ambiguo 

Agave gentryi 4 99.74 811 Agave ambiguo 

Agave parrasana JB 99.74 809 Agave ambiguo 

Agave montana 1 99.87 803 Ambiguo ambiguo 

Agave montana 3 100 815 Ambiguo ambiguo 

 

Tabla 11. Resultados de identificación usando rbcL por el método de BLAST. 

Género Especie 

No. De 

muestra  
Porcentaje de 

identidad BLAST 

Región 

analizada (pb)  Género Especie 

Agave atrovirens 3 99.28 571 Agave ambiguo 

Agave atrovirens 4 99.82 572 Agave ambiguo 

Agave atrovirens 6 99.64 572 Agave ambiguo 

Agave gentryi 2 99.81 579 Agave ambiguo 

Agave gentryi 3 99.1 574 Agave ambiguo 

Agave gentryi 4 99.82 572 Agave ambiguo 

Agave parrasana 2 99.82 575 Agave ambiguo 

Agave montana 1 100 572 Ambiguo ambiguo 

Agave montana 2 99.63 572 Agave ambiguo 
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7.7.2 Distancia genética  

El método basado en la distancia genética más cercana mostró las tasas más bajas de 

identificación de especies, dicha metodología no logró la identificación correcta de especies 

con ninguno de los marcadores utilizados (Tabla 13). 

Tabla 13. Identificación de especies mediante la distancia genética más cercana. 

Marcador Correcta Incorrecta Ambigua No identificado 

rbcL 0 0 0 15 

matK 0 0 0 15 

7.7.3 Construcción de Dendrogramas 

El dendrograma generado con el marcador matK mostró una división en tres clados; se dice 

que las especies que forman un clado son un grupo que comparten características 

sinapormorficas. Aquí, las especies de consulta como era de esperarse, se establecieron en 

un clado (parte superior), lo que significa un mayor emparentamiento entre ellas, el siguiente 

clado muestra agrupada a la especie A. salmiana esto muestra a su vez una mayor cercanía 

de dicha especie al grupo de las especies de consulta, finalmente, un tercer clado agrupo a 

tres especies menormente emparentadas con A. montana, A. parrasana, A. gentryi y A. 

atrovirens e incluso de A. salmiana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Análisis filogenético molecular usando la región plastídica matK para 15 

secuencias con base en la distancia genética K2P. 
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El dendrograma generado con la región rbcL, también formó tres clados, sin embargo, no 

existe una separación clara de las especies, esto, debido a que la especie de A. atrovirens y 

A. sisalana se presenta en dos clados diferentes lo cual podría ser dado a una posible variación 

en alguna base nucleotídica generada por alguna deficiencia en la alineación o debido al 

propio rendimiento del marcador utilizado. Por su parte, A. gentryi, montana y parrasana se 

consolidaron en un solo clado, mostrando así la similitud y emparentamiento entre dichas 

especies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.7.4 Brecha de códigos de barra de ADN  

Los resultados obtenidos en el análisis de la brecha de código de barras ninguna de las dos 

regiones propuestas (matK y rbcL) mostraron una brecha/espacio obvio, esto se asume 

debido a que, el análisis para la región rbcL exhibió una superposición de las distancias intra 

e interespecíficas de las muestras (Figura 21); por otro lado, el análisis para la región matK 

muestra una separación de ambos grupos de distancias, sin embargo, aunque no se observa 

un solapamiento entre las distancias, tampoco es visible un espacio suficientemente claro en 

el histograma que muestre la llamada brecha de código de barras de ADN  (Figura 22). 

 

 

Figura 20. Análisis filogenético molecular usando la región plastídica rbcL para 15 

secuencias con base en la distancia genética K2P. 
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Figura 22. Brecha de código de barras de ADN con la región matK. 

 

 

 

 

Figura 21. Brecha de código de barras de ADN con la región rbcL. 
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8. DISCUSIÓN 

Los códigos de barras de ADN tienen el objetivo de proponer un sistema de identificación 

de organismos a través de secuencias cortas de ADN y así, brindar soporte a los programas 

de investigación sobre biodiversidad, de manera rápida y eficaz (Lanteri, 2007). Para que una 

secuencia sea aceptada como código de barras debe cumplir con tres aspectos fundamentales: 

universalidad (amplificación y secuenciación), facilidad técnica (para obtener las secuencias) 

y alta capacidad de discriminación (Salazar-Chávez Gerardo, 2009). En el presente trabajo 

se utilizaron dos regiones provenientes del cloroplasto: rbcL y matK, propuestas por el grupo 

de trabajo CBOL para la identificación de plantas terrestres, debido a la conservación de sus 

genes y a su alta universalidad (Rentaría, 2010). En este sentido, los cebadores utilizados 

presentaron buenos resultados de amplificación en las cuatro especies de agaves analizadas, 

ambas regiones produjeron amplicones a partir de los cuales se obtuvieron secuencias de 

buena calidad en el 100% de las muestras analizadas. En general la alta universalidad, es 

decir, altos porcentajes de amplificación y recuperabilidad de secuencias con cebadores rbcL 

ha sido documentada por otros autores en plantas tropicales, medicinales y arbóreas 

(Amandita et al., 2019; Kang et al., 2017; Maloukh et al., 2017; Parmentier et al., 2013). Por 

su parte Jaén-Molina et al., (2010) analizaron un grupo de plantas vasculares de gran 

importancia para México algunas listadas en la NOM-059; quienes evaluaron la factibilidad 

de amplificar, secuenciar y alinear siete marcadores, donde la región rbcL tuvo un éxito de 

amplificación y secuenciación del 100%. Dichos locus funcionan de manera adecuada como 

una región central de código de barras de ADN, debido a que proporciona suficiente variación 

para la discriminación entre especies en diferentes grupos de plantas (Burgess et al., 2011; 

Kress & Erickson, 2007). Por otro lado, el uso de cebadores matK reportados en la literatura 

no tuvieron el éxito de universalidad esperado; pues no se obtuvieron los amplicones 

necesarios para el desarrollo de esta investigación, por ello, se recurrió al diseño de cebadores 

específicos para el género Agave, con lo cual se logró la amplificación y obtención de 

secuencias de buena calidad de las muestras analizadas. Resultados similares han sido 

reportados por otros autores quienes mencionan bajas tasas de amplificación y secuenciación 

con cebadores matK previamente reportados en angiospermas y gimnospermas (Hilu et al., 

2003; Parmentier et al., 2013). Incluso el uso de estos cebadores en grupos específicos ha 

proporcionado bajos rendimientos de universalidad de la región matK, por ejemplo, Piredda 
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et al., (2011), optaron por la eliminación del análisis de datos en las secuencias provenientes 

de la región matK (universal) sugerida por el CBOL en encinos italianos, debido a la baja 

amplificación por PCR y un bajo poder discriminatorio. Sin embargo, en diferentes 

investigaciones han reportado un buen índice de amplificación y secuenciación con matK 

(Chávaro Ortíz et al., 2001) (China Plant BOL Group et al., 2011; Gao et al., 2010; 

Korotkova et al., 2011). No obstante, al mismo tiempo los autores mencionan que el uso de 

dicha región requiere de un esfuerzo técnico mayor comparado con el uso de otros 

marcadores. La versatilidad de resultados reportados puede deberse a las tasas evolutivas 

variables en diferentes taxones, pues se sabe que matK tiene una alta tasa de sustituciones de 

nucleótidos influenciada muy probablemente por factores climáticos que pueden afectar la 

conservación del locus (Gillman et al., 2010; Hilu et al., 2003). El uso de la región matK 

como código de barras de ADN es imprescindible en la discriminación de especies, por lo 

que, es necesario continuar con la búsqueda de cebadores que permitan la amplificación de 

ADN de grupos taxonómicos difíciles o grupos específicos (Hollingsworth et al., 2011; 

Piredda et al., 2011). 

El análisis de códigos de barras de ADN y la efectividad del poder discriminatorio de las 

regiones de ADN utilizadas en este estudio se evaluaron mediante cuatro métodos analíticos 

ampliamente utilizados en códigos de barras de ADN, esto con la finalidad de asignar una 

identidad a las secuencias analizadas; cada una de ellas mostraron diferentes tasas de 

discriminación para cada marcador. BLAST: es una herramienta de alineamiento local por 

pares, consiste en hacer coincidir un par de secuencias; es decir, sólo producen alineamientos 

por pares de la secuencia problema con cada una de las secuencias de la base de datos con 

las que muestra alta similitud (Altschul et al., 1990). En el presente trabajo el análisis BLAST 

mostró un porcentaje de identificación del 99.67% con el marcador rbcL; mientras que el 

marcador matK logró porcentajes de identidad a nivel género del 99.75%. En especies del 

género Passiflora (Miño Domínguez, 2018) se reportaron resultados similares en donde se 

obtuvo un 98% para ambos marcadores usando BLAST. En otro informe basado en 

secuencias de especies de Quercus el número de las coincidencias correctas en BLAST que 

proporcionó el poder de identificación fue de 98.1 y 98.3%, respectivamente (Pacheco-Reyes 

et al., 2021). Así mismo, en un grupo de encinos de origen chino y en Apocynaceae se 

encontró que este método arrojó la identificación más alta (género y especie) respecto a otros 
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métodos de identificación (Cabelin & Alejandro, 2016; Yang et al., 2016). Probablemente 

uno de los factores que afectan el éxito de identificación de especies es la disponibilidad de 

datos de secuencias de ADN en las bases de datos como BOLD y GenBank (Amandita et al., 

2019). 

El método basado en la distancia genética (más cercana) mostró tasas de discriminación 

extremadamente bajas al no lograr la identificación de especies de manera correcta con 

ambos marcadores. Otros estudios reportan resultados similares, Gao et al., (2010) describen 

que la distancia genética también mostró bajas tasas en la discriminación en especies de la 

familia Fabaceae con marcadores rbcL y matK. Mientras que, Rivera-Jiménez et al., (2020) 

mostraron la eficiencia de este método en el reconocimiento y discriminación de especies 

con distintos marcadores en especies del género Gynerium en todos los casos el éxito de 

identificación fue mayor al 40%, siendo la región matK la cual presentó la mayor tasa de 

correcta identificación seguida de ITS y finalmente rbcL. Diferentes autores mencionan bajas 

tasas de identificación atribuido principalmente a la sensibilidad del método a procesos de 

divergencia y al tipo de muestreo realizado (Chen et al., 2010; Gao et al., 2010). 

Por su parte, la construcción de árboles o dendrogramas se realizó a partir de datos 

moleculares con la finalidad de probar los niveles de emparentamiento de las especies de 

consulta del género Agave. Así, la metodología de unión de vecinos cercanos mostró a través 

de los dendrogramas generados la separación de especies en distintos clados y de acuerdo al 

marcador utilizado. En general, ambas regiones de ADN definieron a las especies de consulta 

en un clado, a excepción de A. atrovirens (matK). Con base en datos reportados en la 

literatura las especies: salmiana, montana, parrasana y gentryi pertenecen a la sección 

Salmianae, mientras que Agave atrovirens es ubicado en la sección Hiemiflorae ambas 

secciones altamente emparentadas (Gentry, 2004). Dicha información se observa en el 

dendrograma generado con la región matK. Sin embargo, de acuerdo a estudios moleculares, 

diferentes autores mencionan que aún no es completamente clara la filogenia entre las 

especies de agaves, a pesar de que se ha comprobado la monofilia del grupo, aún se requieren 

datos para reconstruir las relaciones filogenéticas de uno de los géneros más diversos y 

complejos de Asparagaceae ya que con más de 250 especies la diversidad morfológica, 
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ecológica y evolutiva del grupo ha complicado su estudio taxonómico a nivel molecular 

(Eguiarte et al., 2021; Good-Avila et al., 2006). 

El análisis de la brecha de código de barras de ADN es uno de los métodos más utilizados, 

los resultados aquí obtenidos muestran la ausencia de la brecha con ambos marcadores; a 

pesar de ello, el histograma generado a partir de las secuencias matK no mostró una 

superposición de ambas distancias. En otros estudios se ha reportado la existencia de la 

brecha de código de barras de ADN en taxones como Tetrastigma, Abies y Cupressus 

(Armenise et al., 2012). Pero son más los autores que mencionan la falta o inexistencia de 

una brecha de código de barras en una amplia gama grupos de plantas (Group et al., 2009; 

Lahaye et al., 2008; Meier et al., 2006; Parmentier et al., 2013). El bajo éxito de un código 

de barras de ADN para discriminar especies puede deberse a: una clasificación de linaje 

incompleta, al tipo de muestreo realizado o por la falta de una "brecha de código de barras” 

(Amandita et al., 2019; van Velzen et al., 2012). Sin embargo, a pesar de esta ausencia, los 

códigos de barras generados en este estudio mostraron un poder discriminatorio 

relativamente alto con otros métodos analíticos aplicados. 
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9. CONCLUSIÓN  

La extracción de genómico por el método de CTAB resulto ser exitosa, ya que permitió la 

extracción de ADN en especies de Agave, normalmente consideradas como difíciles; los 

cebadores previamente reportados, utilizados en este estudio, permitieron la amplificación 

de los marcadores, lo cual apoya a la universalidad de dichos cebadores y permite pensar que 

pueden servir para amplificar los mismos marcadores en todas las especies de agaves. Tanto 

la extracción como la PCR, permitieron la obtención de secuencias de buena calidad con 

ambas regiones de ADN y utilizables para su análisis. La discriminación de especies varió 

de acuerdo con los métodos analíticos utilizados, se obtuvieron dendrogramas con topologías 

diferentes, pero similares; y a pesar de la falta de una brecha de código de barras la 

metodología del uso de dendrogramas mostró la agrupación de especies de acuerdo a datos 

morfológicos propuestos en la taxonomía tradicional. 
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