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mayor estructura genética (Fst = 0.36) resultado de las practicas de
manejo campesino como: eliminacién de la reproduccion sexual, la
propagacion vegetativa, la baja frecuencia de intercambio de plantas
entre sitios de cultivo, que disminuyen el flujo génico y mantienen la
diferenciacién. Las distancias genéticas (D = 0.12 — 0.28) mostraron
una cercana relacion del germoplasma cultivado con el acervo de A.
angustifolia, evidenciando que algunos cultivares tradicionales del sur
de Jalisco han sido seleccionados de poblaciones de esta especie de
esta regién. Por otra parte, las poblaciones silvestres de A. angustifolia
del centro de Jalisco resultaron genéticamente mas relacionadas con el
cultivar Siglin y al agave azul, la variedad comercial del Tequila. El
estudio en su conjunto demuestra que el manejo agricola tradicional ha
favorecido la riqueza, generacion y conservacion in situ de cultivares
genéticamente diversos, mientras que el manejo comercial ha
conducido a la disminucién de la diversidad. La informacién generada
es relevante para desarrollar propuestas de manejo sustentable y
conservacion in situ de los recursos genéticos de Agave.
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landraces. Analysis of genetic distances showed there to be a close
relationship (D = 0.12 — 0.28) between the cultivated germplasm and the
A. angustifolia pool, meaning that some of the traditional landraces in
southern Jalisco have been selected from A. angustifolia populations in
this region. The Siguin landrace and commercial blue agave variety are
more closely genetically related to wild A. angustifolia populations in
central Jalisco. Overall, study results indicate that traditional agricuitural
management practices have favored richness, generation and in situ
maintenance of genetically diverse landraces whereas commercial
management practices have led to decreasing diversity. The data
generated are relevant to development of proposals for the sustainable
management and in situ maintanance of Agave genetic resources.






1983; Doebley, 1992; Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 1993;
Hernandez, 1998).

En el proceso evolutivo de las plantas cultivadas, como en el de
otros organismos silvestres, intervienen fuerzas evolutivas como la
deriva génica, la mutacion, la migracion, la recombinacion y la seleccion
natural (Ladizinsky, 1998); sin embargo, esta Ultima puede actuar
minimizando o maximizando a su vez la presién de seleccién ejercida
por los humanos (seleccion artificial) sobre el recurso vegetal,
cambiando la constitucién genética de las poblaciones manejadas a
través del tiempo (Colunga-GarciaMarin, 1996).

Hoy en dia se reconoce la importancia de generar informacién
sobre la variabilidad genética existente en los cultivos y en los acervos
silvestres relacionados, para disefar estrategias de conservacion in situ
y ex situ, que ayuden a disminuir la pérdida de la diversidad (Ladizinsky,
1998; Maxted et al, 2002). Asimismo, es de suma relevancia
documentar los factores naturales que afectan la diversidad, la biologia
reproductiva, el tipo de reproduccion, los niveles de flujo génico, la
estructura genética, y los factores sociales que influyen en los criterios
de seleccion del germoplasma y el manejo agricola que estan
determinando el proceso de evolucidn (Eguiarte et al, 2003). La
investigacion realizada en esta tesis se enmarca dentro de los estudios
evolutivos de las plantas mesoamericanas manejadas por el hombre,
particularmente en Agave spp., utilizado para obtener alimento, fibras y
bebidas, entre otros fines (Callen, 1965; Gentry, 1982; Smith, 2001).

En el centro-occidente de México el uso del germoplasma de
agaves para producir bebidas destiladas, llamadas popularmente
"mezcales", tiene una antiguedad alrededor de 400 afos (Bruman, 1940,
2000; Walton, 1977; Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2007).
A finales del siglo XVI se introdujo el destilador asiatico al centro-
occidente de México y la poblacién nativa lo incorpord a la destilacion de
las bebidas fermentadas tradicionales de Agave (Bruman, 1940, 1944;
Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2007; Zizumbo-Villarreal &
Colunga-GarciaMarin, 2007). Actualmente, en las estribaciones de los
volcanes de Colima, en el sur de Jalisco, existen al menos 24 cultivares
tradicionales de Agave, por lo que esta region ha sido propuesta como
la zona nucleo de diversidad y seleccion primaria de germoplasma de
Agave spp. para producir mezcal (Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-






exhibe menor variacidon morfolégica. También se hace referencia a tres
agroecosistemas de cultivo, milpa, mezcalera y plantacién; la milpa es el
sistema en el cual se cultiva tradicionalmente maiz, frijol y calabaza y se
incorporan ofros elementos como los agaves; la mezcalera es un
agroecosistemas tradicionales donde se cultivan exclusivamente varios
cultivares locales de agave mientras que en la y plantacién comercial
solo se cultiva una variante de agave.

Cuatro preguntas centrales fueron consideradas en el estudio:
¢ Cual es la diversidad genética actual de las poblaciones silvestres y
cultivadas de Agave spp. utilizadas para elaborar bebidas destiladas en
el area de estudio?, ; Codmo esta distribuida esta diversidad?, ;Cual es
la relacion genética entre el acervo cultivado y las poblaciones silvestres
de A. angustifolia, su ancestro putativo? y ¢Cual es el papel de los
campesinos tradicionales en la conservacion in situ de la diversidad de
agaves mezcaleros?.

Las hipotesis centrales de este trabajo fueron: a) Las estrategias
de manejo campesino favorecen la diversidad del germoplasma de
agaves mezcaleros en los agroecosistemas tradicionales del centro-
occidente de México. b) La intensificacion del manejo humano
incrementa la diferenciacion entre acervos cultivados en relacién con los
silvestres. ¢) El acervo cultivado (los cultivares tradicionales y la
variedad comercial de Tequila) tiene una cercana relacién genética con
las poblaciones silvestres de A. angustifolia de la region de estudio. Las
predicciones particulares para cada una de estas hipotesis se detallan
en el capitulo 1 de esta tesis. Los resultados son discutidos en términos
del papel de los campesinos tradicionales en la conservacion in situ de
la diversidad de estos recursos genéticos.

La estrategia metodologica empleada para responder a estas
preguntas integré el anélisis de evidencias etnobotanicas, morfologicas
y moleculares, a través del uso de técnicas de estadistica descriptiva,
analisis multivariados y genética de poblaciones.

En el Capitulo 1 se presenta el marco tedrico de esta
investigacion: la introduccion a los temas que se abordan en este
trabajo, justificando la importancia del enfoque etnobotanico y la
genética de poblaciones como metodologias para entender la dinamica
evolutiva de las especies manejadas. Se hace una breve introduccién al
area de estudio y los recursos genéticos de Agave utilizados para la
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Los marcadores moleculares son una herramienta muy util en
estudios de diversidad genética, caracterizacion de huellas, y mapeo
genético, biologia evolutiva y filogenia, entre otros. En estudios de
genética de poblaciones se busca trabajar con regiones de ADN
polimérfico y marcadores genéticos neutrales, que informen sobre la
variabilidad existente entre individuos, poblaciones o especies, su
distribuciéon dentro y entre ellas y que sean indicadores de ancestria o
parentesco (Hedrick, 2000). Los marcadores ISSRs (Inter Simple
Sequence Repeats, por sus siglas en inglés) empleados en este
estudio, amplifican regiones neutrales entre secuencias simples
repetidas conocidas como microsatélites (Simple Sequence Repeats,
SSR por sus siglas en inglés) las cuales tienen una amplia distribucién
en el genoma de tal manera que permiten hacer un amplio muestreo de
éste. La generacion de ISSR se apoya en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) mediante la cual se amplifica
ADN genomico en presencia de un iniciador semiarbitrario que es
complementario al microsatélite blanco. Cada fragmento que se obtiene
corresponde a secuencias de ADN delimitadas por dos microsatélites
invertidos y se obtienen patrones polimérficos para mdltiples loci
(Zietkiewicz et al.,, 1994; Wolfe et al., 1998; Abbot, 2001; Bornet &
Branchard, 2001). Los ISSRs son considerados marcadores
dominantes dialélicos, en los que cada fragmento generado (con un
tamano particular) se considera como un “locus”. La presencia del
fragmento indica que el individuo puede ser tanto heterdcigo como
homécigo dominante para ese locus, mientras que la ausencia de esa
misma banda en otro individuo representa el genotipo homocigo
recesivo. La ausencia de una banda es interpretada como la
consecuencia de la pérdida de un /ocus a través de Ia delecién de un
sitio de SSR o un rearreglo cromosémico (Wolfe et al., 1998). Debido a
la naturaleza dominante de los marcadores ISSR para estimar la
diversidad y parametros poblacionales se requiere suponer que la
poblacion se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg para calcular la
frecuencia de los alelos 6 recurrir a otros métodos estadisticos y
probabilisticos desarrollados (estadistica frecuentista y Bayesiana). Los
ISSR son particularmente utiles para la caracterizacion de cultivares
cercanamente relacionados (Godwin et al., 1997; Bornet & Branchard,
2001; Fang & Roose, 1997), para estimar la diversidad, relaciones
genéticas, estructura poblacional y procesos evolutivos en plantas
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El area de estudio forma parte de una region cultural que incluia
parte de Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan y Guerrero en la
que las bebidas fermentadas de mezcal y de ciruela fueron las mas
importantes de su tipo en la época prehispanica (Bruman, 1940). Sin
embargo, las bebidas destiladas de Agave tienen sus origenes en las
estribaciones de los volcanes de Colima en el sur de Jalisco, donde
surgieron como resultado de la introduccion del destilador asiatico a
finales del siglo XVI y la incorporacién de esta tecnologia, por los
pobladores locales, a las bebidas fermentadas que ya elaboraban
(Bruman, 1940, 1944, 2000; Walton, 1977; Colunga-GarciaMarin &
Zizumbo-Villarreal, 2007). De esa regién tal tecnologia se difundio hacia
el centro de Jalisco, donde se establecié la industria tequilera a
mediados del siglo XVIll, y de ahi hacia otras partes de México (Walton,
1977; Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2007). En el sur de
Jalisco atn se elaboran bebidas destiladas de Agave utilizando
destiladores rusticos similares al tipo filipino a partir de diversos
cultivares locales cultivados en agroecosistemas tradicionales, mientras
que en la region central de ese Estado predominan las plantaciones de
A. tequilana para producir Tequila. Dados estos antecedentes, las
estribaciones de los volcanes de Colima han sido onsiderados como el
area de seleccion primaria y diversificacién de germoplasma de Agave
spp. para elaborar bebidas destiladas en el centro-occidente de México
(Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2007), y este es uno de los
supuestos generales de la presente investigacion.

1.3 RECURSOS FITOGENETICOS PARA LA ELABORACION DE
MEZCAL Y EL COMPLEJO Agave angustifolia HAW. EN EL
CENTRO-OCCIDENTE DE MEXICO

El género Agave (Agavaceae sensu Dahigren, 1985) incluye cerca de
200 especies, 75% de ellas endémicas de México, pais que es centro
de origen y diversidad del género (Alvarez, 1989; Gentry, 1982). De
acuerdo con Gentry (1982) al menos 11 especies silvestres y cultivadas
son utilizadas para preparar bebidas destiladas en el pais. De las 20
especies de Agave que se encuentran en Jalisco (Hernandez, 2003),
cinco son utilizadas con este propodsito. A. tequilana Weber var. azul
s6lo se encuentra en estado cultivado y se usa para elaborar el Tequila,
una bebida de gran importancia nacional. Con Agave maximilliana
Baker se elabora la “Raicilla” una bebida destilada de la regién de
Talpa, Mascota y San Sebastian, en las regiones suroeste y noroeste
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agaves silvestres como materia prima para la fabricacion de bebidas
destiladas en el area de estudio.
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que exhibiran una cercana relacidn genética con las poblacione
silvestres de esta especie.

e Agave tequilana es un clon seleccionado de poblaciones silvestres
¢ A. angustifolia del occidente de México. De tal forma que las
poblaciones de esta especie seran el acervo genético mas
relacionado al agave azul.
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los campesinos en el mantenimiento y diversificacion del germoplasma.
Encontramos que: 1) A. angustifolia y A. rhodacantha son los acervos
primarios de seleccion; 2) Los cultivares tradicionales son entidades
morfologicas diferenciadas y 3) El mantenimiento in situ y diversificacion
es resultado de la seleccidon constante de germoplasma silvestre,
manejo campesino de poblaciones del gradiente silvestre-domesticado
y conservacién de cultivares antiguos. Para conservar la diversidad del
germoplasma de Agave en el centro-occidente de México se requiere
aumentar la valoracién y cultivo de los cultivares tradicionales.

2.1. INTRODUCTION

Supporting traditional agrobiodiversity management practices is one of
the more viable options for maintaining diversity in crops of local
economic and cultural importance (Altieri & Merrick, 1987; Bellon, 1996;
Brush, 1991). In situ generation, maintenance and distribution of
landrace diversity at spatial and temporal scales requires traditional
knowledge, producer interest in agrobiodiversity, and the proper social,
economic, and ecological conditions for production. The use, processing
techniqu 5 and final destination of germplasm determine landrace
management intensity and directly influence the evolutionary dynamic of
traditional landraces and their wild relatives (Bellon, 1996; Colunga-
GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 1993a; Perales, Brush, and Qualset,
2003).

Mexico was at the center of the origin of agriculture in
Mesoamerica. Studies have shown that traditional peasant farmers
manipulate the genetic resources of diverse local landraces through
selective harvest, tolerance, promotion of wild or weedy plant
populations in natural habitats, and establishment of propagules from
wild, weedy, and domesticated individuals in home gardens and
traditional agricultural plots (Casas et al., 1996; Colunga-GarciaMarin et
al., 1986; Zizumbo-Villarreal, Hernandez-Xolocotzi & Cuanalao, 1988).
Ethnobotanical, morphological and molecular studies have confirmed
that these practices have maintained high germplasm diversity (Bellon &
Brush 1994; Martinez-Castillo et al. 2004; Casas et al. 2005; Montes-
Hernandez et al., 2005; Zizumbo-Villarreal et al., 2005).

The genus Agave (Agavaceae) originated and diversified in
Mexico (Alvarez-Zayas, 1989), and since at least 9000 years ago has
been utilized and manipulated for myriad ends, most commonly for food
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been selected for cultivation and understand the germplasm
maintenance dynamic used in this region. In response to these needs
the objectives of the present study were to: 1) Characterize the richness
and distribution of wild Agave genus populations, which may be the
primary genetic pool used for selection and maintenance of Agave
landraces for spirits production in west-central Mexico; 2) Use
ethnobotanical evidence to characterize landrace richness, frequency,
and age in traditional agricultural plots with high Agave diversity in
southern Jalisco and understand how that diversity is maintained; and 3)
Analyze morphological variation, differentiation, and grouping patterns in
landraces and related wild populations.

2.2. MATERIALS AND METHODS
2.2.1. Study Area

The study area is located in west-central Mexico, in a region crossed by
the Trans-Mexican Volcanic Belt, which contains the Tequila, Fuego,
and Nevado de Colima volcanoes (4,260 m asl) (Figure 2.1). Within the
study area sites were sampled in the central and southern zones of the
state of Jalisco, which contrast in terms of Agave diversity and
management of Agave landraces for spirits production (Colunga-
GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2007). Significant watersheds provide
irrigation in both zones; they both have warm, subhumid and dry
climates, and vegetation types (subtropical scrub or tropical deciduous
forest / oak forest ecotone) that favor development of wild and cultivated
Agave populations.

Wild and cultivated Agave populations are utilized in the study
area. Populations in natural areas are harvested directly or encouraged
for this purpose, whereas those in agricultural areas may be tolerated or
cultivated. Cultivation occurs mainly within three agroecosystems used
in valleys or on slopes. Milpa is the principal traditional agroecosystem
and involves cultivation of maize, beans, and squash during the rainy
season, cattle grazing in the dry season and permanent cultivation of a
mixture of Agave landraces. The traditional mezcalera (i.e. dedicated to
growing Agave for spirits production) agroecosystem involves cultivation
of mixed Agave landraces amid original \ jetation (trees or shrubs) and
forage grasses. Commercial, monovarietal Agave plantations are
focused on cultivation of a single commercial variety, mainly A. tequilana
var. azul, and the exclusion of all other vegetation.
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2.2.2. Ethnobotanical evidence

Data on the richness, distribution, and frequency of wild and cultivated
Agave germplasm used in spirits production and these parameters’
relationship to producer selection and management practices were
gathered using methods developed by Hernandez-Xolocotzi (1970) and
Colunga-GarciaMarin et al. (1986). Based on reports of greater landrace
diversity in the southern zone, in-depth ethnobotanical research was
done in this area. Open interviews were held with producers, and direct
observations made in the company of producers in areas of wild Agave
harvest, at milpa and mezcalera sites and spirits production facilities.
Additional, semi-structured interviews were held with 12 producers aged
50 to 95 years of age to further investigate the antiquity of landrace use
and gene pool sources.

Specimens of wild, tolerated, and encouraged Agave populations
were collected to characterize the richness and distribution of the wild
Agave populations from which producers selected germplasm for use
and cultivation. Specimens were collected from sites that producers
reported having used, sites documented in ENCB, 1BUG, MEXU, and
ZEA herbarium specimens, and sites documented in the floristic and
taxonomic literature. Additional specimens were taken of local fandraces
in mezcalera plots and commercial plantations in the municipalities of
Tequila, Tonaya, Tuxpan, Zapotitlan, and in the town of Canoas in
Toliman municipality. Wild and cultivated voucher specimens were
deposited in the CICY, IBUG, MEXU, and ZEA herbariums.

2.2.3. Morphological evidence

Morphological variation patterns and the relationships between
landraces and wild plant populations (primary gene pools) were
analyzed using material from seven sites (Figure 2.1). Three sites were
traditional mezcalera sites with high landrace richness (18 landraces):
Zapotitian, on the slopes of the Nevado de Colima volcano; Canoas,
500 m from the Armeria River on mountainous terrain inside the Sierra
de Manantlan Biosphere Reserve; and Tuxpan, on the plain between
the Nevado de Colima volcano and mountains along the border with the
state of Michoacan. Another three sites contained wild individuals (a wild
population in Tuxcacuesco; an encouraged one in Palo Alto; and a
tolerated one in Tuxpan), and the last site was a commercial A.
tequilana plantation in Tonaya. Overall, 23 populations and 199
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Euclidean distances. All statistical analyses were done with the
Statgraphics version 4.1 and Statistica version 6 programs.

Table 2.1. Name, code, management status, and distribution in the study
area of the 23 wild and cultivated Agave populations included in
morphological analysis.

ss Landrace or population Code S N

name D
Z Brocha B TL 9 Z
Z Cenizo C TL 5 Z
Z Chancuella CH TL 8 2
Z Cimarron de hoja larga CZ TL 102
Z Ixtero Amarillo 1A TL 8 Z,To
Z Ixtero verde vV TL 4 Z,To
Z Lineiho de Zapotitlan Lz TL 10 Z,To,Tn,Tx
Z Perempis PE TL 6 Z
Z Prieto Presa Grande 4 TL 9 Z
Z Prieto de Telcruz P TL 6 Z
Z Telcruz TE TL 10 Z
C Verde Rapido VR TL 8 To
C Cimarrén Negro CN TL 10 To
C Hojudo-Pencudo HO TL 10 To
C Ixtero Amarillo IAc TL 9 ZTo
C Linefo de canoas LC TL 9 Z,T0,Tn,Tx
C Mezcal Pifa MP TL 9 To
C Soca SO TL 10 Z,7o
Tu Garabato GA TL 10 Tu
Tu Sierrilla Verde Amarillento SVA T 9 2Z,70,Tn,Tx,Tu
To Agave azul AA CV 10 Z2,70,Tn, Tx,Tu,Tc,Te,A,M,H

Tc A. angustifolia, Palo Alto PA E 10 Z,To,Tn,Tx,Tu,Tc,MH
Tx A.angustifolia,Tuxcacuesco ATX W 10 Z,To,Tn,Tx,Tu,Tc, M,H

S§S = study area site where morphological evaluation was carried out, code of sites are
described in D.

N = number of individuals evaluated.

S = management status: TL= traditional landrace; CC= commercial variety; T= tolerate; E=
encorauged; V  wild.

D = distribution in municipality of study area: A= Amatitan; C= Canoas, Toliman; M=
Magdalena; H= Hostotipaquillo; Tc= Tecolotlan; Te= Tequila; Tn= Tonaya; To= Toliman;
Tu= Tuxpan; Tx = Tuxcacuesco; Z= Zapaotitlan.
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populations occurred in the tropical deciduous forest / oak forest
ecotone, exhibited broad morphological variation, and occurred in three
possible ecotypes.This species was found in all the sampled
municipalities except Tequila-Amatitan, where original vegetation has
been replaced by agriculture. Agave rhodacantha was distributed
continuously from Atoyac Municipality in central Jalisco to Tuxpan,
throughout the tropical deciduous forest between 800 and 1300 m asl,
and on slopes along the Pacific coastal lowlands over 250 m asl; it was
sympatric with A. angustifolia. Agave guadalajarana occurred in oak
forest on the rocky slopes of Tequila Volcano and in tropical forests in
Magdalena Municipality; it co-occurred with A. angustifolia.

2.3.2. Tolerated, encouraged and cultivated germplasm
2.3.2.1. Richness, distribution and frequency

Tolerated and encouraged A. angustifolia populations were found in
proximity to agricultural fields in Tecolotlan and Zapotitlan municipalities,
and tolerated and encouraged A. rhodacantha populations were located
near fields in Tuxpan Municipality. Mezcalera sites in Tuxcacuesco
Municipality and the town of Perempitz, Zapotitlan Municipality, were
recently established using exclusively wild A. angustifolia (locally known
as barranqueno).

Seventeen local landraces were identified in southern Jalisco, of
which ten are considered to be old (five in Zapotitlan, four in Toliman
and one in Tuxpan). Oral tradition among producers suggests that the
selected landraces in Zapotitlan date to at least the time of the great
grandparents of present-day producers. This translates to a minimum of
150 years for the ‘Ixtero verde’, ‘Ixtero amarillo’, ‘Cenizo’ and ‘Soca’
landraces, and at least 100 years for the ‘Linefio’ landrace in Toliman.

The highest landrace richness among the studied milpa and
mezcalera sites was 11 in the mezcalera sites of Zapotitlan, followed by
seven in the mezcalera sites of Canoas. Only the local landrace
‘Garabato’ and a very few plants of ‘Peruano’ and ‘Sierrilla’ landraces
were observed in Tuxpan (Table 2.1). Landraces at the studied sites
were largely grown by a single producer in a single mezcalera plot,
although the ‘Linefio’ and ‘Ixtero Amarillo’ landraces were observed in
more than one plot (Table 1). Landrace frequency varied between study
sites, with the most abundant landraces (often 50% of total individuals)
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& Cham.) Benth., along the milpa margin, mainly in sites with gentler
slopes, which favor better development. The producer of the Palo Alto
encouraged population managed it to promote vegetative maintenance
and propagation of the A. angustifolia population in his milpa. He also
allowed some individuals to flower and some Agave seedlings to grow
with the aim of maintaining and increasing the population. Introduction of
agaves from external populations was not observed.

Intensive management of Agave populations occurs year round in
mezcalera plots. Management practices include selection of plants for
introduction, propagule propagation, transplanting, removal of
inflorescences and leaves, harvest of heads (for producers, an Agave
‘head’ consists of the leaf bases and stem), and distillation. Maintenance
of germplasm diversity varied at the three mezcalera sites (Zapotitlan,
Canoas and Tuxpan) from which material was morphologically
evaluated. At Zapotitian, wild and cultivated individuals from the region
were constantly selected for incorporation into the plot. The producer
also preserved older landraces selected by family members or other
producers from the same town or neighboring villages, and incorporated
wild material that he had selected over the last 20 to 50 years. This
practice has led to at least four main gene pools at this site: A.
angustifolia, A. rhodacantha, a putative hybrid of these two species, and
a gene pool similar to A. tequilana. Plant exchange with other producers
is infrequent and involves small numbers of individuals.

At Canoas, selection and introduction of Agave individuals from
wild populations is high and most come from Cerro Grande (inside the
Sierra de Manantlan Biosphere Reserve). The producer also preserved
regional landraces obtained through exchange or purchase of vegetative
propagules from farmers in other villages, as well as older landraces
selected by his grandparents or by himself. This mezcalera plot included
germplasm from A. angustifolia, A. rhodacantha, another similar to A.
tequilana and other gene pools that have not been taxonomically
identified. Together with other local producers, the producer at this site
belonged to a cooperative for commercial production of Agave spirits,
leading to substantial vegetative propagules exchange between them.
The Tuxpan plot was a very isolated entity because the producer was no
longer interested in spirits production. No clone exchange or introduction
of wild material occurred at this plot, but Agave plants were cultivated
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functions were statistically significant (P < 0.005), and classification was
correct for 89.45% of the individuals. The 21 incorrectly-classified
specimens belonged to three landraces; eight were ‘Linefio’ individuals
from the Zapotitlan and Canoas mezcalera sites that were treated as
distinct populations for this analysis and exhibited no morphological
differentiation. In contrast, some individuals from the ‘Sierrilla Verde
Amarillento’ (SVA) and ‘Garabato’ (GA) populations resembied different
landraces.

The Principal Components Analysis (PCA) incorporating the 16
qguantitative variables indicated the presence of three different
morphological groups and two isolated landraces (Figure 2.2b). The first
three principal compaonents explained 66.1% of total variation, and the
main explanatory variables were related to plant size, thorniness and
leaf color (Table 2.2). The first component identified the commercial
‘Blue agave’ variety (AA) by its blue color. The ‘Prieto Presa Grande’
landrace (Z) had the highest number of lateral thorns in proportion to
leaf length, whereas the remaining landraces had lower or intermediate
thorniness and formed a heterogeneous group (Figure 2.2b). The
second component determined three groups by plant size, leaf length,
width leaf at middle, and lateral thorns length. The first group (l) was
associated with the landraces ‘Ixtero amarillo’ (1A) and ‘Cimarrén de
Zapotitlan’ (CZ), both known for large plant size and high thorniness.
The second group (lI) included 15 landraces with intermediate
characteristics. The third group (lll) joined the wild ‘A. angustifolia
Tuxcacuesco' (ATX) population with the encouraged ‘A. angustifolia
Palo Alto’ (PA) population, as well as the ‘Mezcal pina’ (MP), and
‘Perempitz’ (PE) landraces, both known for their small size, narrow
leaves and low thorniness. The commercial ‘Blue agave' variety (AA)
was closer to the third group because of its short lateral thorns. The third
component separated the lA landrace from the rest based on thorn
length and color.

The phenograms of the 16 quantitative variables (figure not shown)
and of the 16 variables plus three qualitative characteristics used by
producers to classify landraces (leaf shape, habit, and lateral thorns
length) confirmed the grouping trends produced with the PCA. They
showed four landraces (AA, Z, CZ, |A) to be more morphologically
differentiated than the other landraces, and that some landraces were
very similar to wild and tolerated A. angustifolia populations (ATX, PA)
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(SVA), other landraces with yellow-green leaves, and the wild population
(ATX), which appear closer to group lll in the PCA analysis (Figure
2.2b). This analysis demonstrated that color is a distinctive characteristic
for more commercial varieties and landraces (e.g. ‘Blue agave’ and
Linefio’), but it is not among the most important selection criteria for
traditional producers, and makes a limited contribution to understanding
of similarity relationships. Finally, group 1V included the ‘Hojudo’ (HO)
and ‘Cimarrén Negro' (CN) landraces, which have large leaves and the
largest distance between lateral thorns.

The two-way ANOVA showed there to be significant differences
between populations (F = 9.35; P < 0.0001) and morphological
characteristics (F = 6.23; P < 0.0001). It also indicated that
characteristics linked to degree of thorniness (lateral thorns length, the
terminal thorn length / width ratio, and the lateral thorns spacing / leaf
length ratio) had the highest variation coefficients whereas the leaf
length / width ratio and number of lateral thorns characteristics had the
lowest variation. The most variable populations were SVA, GA, PE and
CZ, followed by PA, ATX and ‘Linefio de Canoas’ (LC). The most
homogenous populations were AA, followed by 1A, HO, CN and ‘Verde
rapido’ (VR).

2.4 DISCUSSION AND CONCLUSIONS
2.4.1 Primary gene pools of selection of traditional landraces

The results indicate that A. angustifolia and A. rhodacantha populations,
as well as unclassified putative hybrids between these species, are the
primary gene pools from which traditional landraces have been selected
in southern Jalisco. Agave angustifolia is the most common species in
the region and has large, morphologically-diverse populations. The
observed morphotypes indicate the presence of ecotypic differentiation
in response to environmental and biological factors. This differentiation
makes it plausible to hypothesize that some traditional landraces in
Zapotitlan (‘Ixtero Verde', ‘Brocha’), Canoas (‘Lineno’, ‘Mezcal pifna’) and
Tuxpan (‘Garabato’) have been selected from A. angustifolia populations
growing in the surrounding tropical deciduous forest. In this
environment, A. angustifolia individuals reach 1 to 2 m tall, with leaves 8
to 10 cm wide and are dark green or glaucous blue-green in color.
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diverged in this respect now that the latter have begun to focus on
higher production volumes for sale on a broader market. The low
diversity at Tuxpan was related to loss of producer interest in spirits
production, due to of local market displacement causated by the great
commercialization of Tequila, although the town was once a prominent
spirits production center (Sauer, 1990).

The distribution, frequency and differences in landrace richness
observed between study sites are associated with market tendencies,
producer preferences and biological characteristics. High market
demand for commercial varieties is why ‘Blue agave’ dominate in central
Jalisco and ‘LineAo’ near urban areas in southern Jalisco. The relative
abundance of some landraces at the mezcalera sites, in contrast,
responds to local preferences in spirits flavor (e.g. ‘Ixtero Amarillo’) or to
higher vegetative propagule production, reproductive precocity and
sugar content (e.g. ‘Brocha’, ‘Telcruz’, and ‘Verde rapido’). Similar
landrace distribution and frequency patterns have been reported for A.
fourcroydes Lem. (Colunga-GarciaMarin, Estrada-Loera & May-Pat,
1996) and other crops like beans (Martinez-Castillo et al., 2004) and
Opuntia spp. (Colunga-GarciaMarin, Hernandez-Xolocotzi & Morales,
1986).

The results highlight the replacement of traditional Agave landraces
in rural southern Jalisco with large-scale commercial cultivation of ‘Blue
agave'. Traditional landraces are now only grown by a few producers on
a small scale in milpa and mezcalera agricultural systems, usually in
marginal agricultural zones. A similar phenomenon occurred in the state
of Yucatan, Mexico, in the early 20th Century when A. fourcroydes
monocropping on commercial plantations for international markets
displaced traditional cultivation systems (Colunga-GarciaMarin & May-
Pat, 1993b).

2.4.3. Morphological variation in wild, tolerated and encouraged
populations and traditional landraces

The morphological variation patterns observed here indicate that the
Agave landrace groups and subgroups in the study area are the product
of natural differentiation between A. angustifolia, A. rhodacantha and
hybrid populations, as well as producer selection and management at
different sites. Wild populations and some traditional landraces were
found to be similar to A. tequilana, and traditional blue morphotype
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fourcroydes (Colunga-GarciaMarin, Estrada-Loera & May-Pat, 1996). In
agaves used for spirits, these traits aid in harvesting and processing and
are associated with higher distillate production volume, whereas in A.
fourcroydes they are associated with ease of harvest and higher fiber
production. It is to be expected, however, that traits desirable in spirits
production (e.g. high sugar content, short life cycle, high vegetative
propagule production, and preferred organoleptic properties) do not
always positively correlate with the above characteristics, thus
explaining the observed diversity in morpho-phenotypic patterns and
consequent on-going producer selection.

2.4.4. Conservation, maintenance, use and management of Agave
genetic resources

The results confirm that extensive cultivation of ‘Blue agave’ threatens
overall agrobiodiversity in areas where it is cultivated, as well as the
diversity of Agave landraces used in traditional spirits production in
west-central Mexico. They also highlight the need for collection and ex
situ conservation of Agave genus germplasm, and the feasibility of on
farm maintenance of these gene pools, as proposed by Colunga-
GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal (2007). The recent UNESCO
designation of the Agave Landscape and Ancient Tequila Factories of
Tequila (in the Tequila-Amatitan region) as a World Heritage Site
(cultural landscapes category) could lead to further extension of ‘Blue
agave’ monoculture with consequent losses of soil, natural vegetation
and agrobiodiversity.

The richness of Agave germplasm in west-central Mexico runs the
credible risk of drastic biodiversity loss due to a number of factors.
Some landraces’ population sizes are very small, and many occur only
locally or are restricted to a just a few producers, and producers
interested in preserving germplasm and older landraces are usually
elderly (60+ years of age). Finally, landrace reproduction is clonal and
only the most commercial variants are preferred for cultivation. Any one
of these factors could produce a genetic bottleneck and concurrent loss
of genetic diversity. Preserving and using the richness of Agave
landraces in southern Jalisco is clearly important to maintaining regional
of biodiversity, but may also enable future diversification of the Agave
spirits industry (emulating a wine industry strategy) and prove the
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APPENDIX 2.1 Continued Means and coefficient of variaton of 12
characters evaluated on the 23 wild and cultivated Agave populations in
Jalisco, west-central Mexico. Code, name of cultivar, populations and
morphological traits are described in t=hles 2.1-2.2

Trait PTL M Sl A LLTL
Code Mean CV Mean CV Mean CV Mean CV Mean CV Mean CV
IA 26263 640 001 1019 045 316 491 1320 1655 345 5625 3.65
TE 22220 757 002 1116 041 700 273 2027 1293 846 12633 23.13
B 20478 802 001 679 036 461 402 874 1795 669 7668 7.96
Lz 16533 1550 002 819 043 1381 308 985 1633 1497 9824 1593
Z 20323 2357 001 834 115 1145 103 811 1149 1197 14463 15.37
CH 18813 1096 001 579 052 638 317 1797 1252 458 7129 11.26

P 178.50 10.37 0.02 5.33 0.41 1.99 4.40 1932 1218 735 8221 7.36

v 179.00 1942 0.02 13.06 0.35 2.59 3.96 8.68 19.86 1.96 108.55 11.91
C 190.40 8.67 0.01 6.92 0.71 8.14 3.63 10.16 11.64 11.57 6430 6.73
PE 131.83 1948 0.02 20.06 0.55 6.77 359 1424 11.67 974 59.84 22,73

VR 188.13 4.66 0.01 4.46 0.57 3.37 2.73 1441 1425 4.6 117.05 6.70
CN 23980 4.07 0.01 8.13 0.53 4.58 3.96 1463 1521 324 127.25 6.63

LC 17920 1876 002 2261 044 1618 296 937 1686 1444 101.83 13.85
HO 19860 515 002 738 061 541 169 811 1491 456 12631 540
JAC 188.89 1519 001 1154 050 7.03 322 1966 1519 1171 4841 13.00
MP 12756 13.90 0.01 1221 072 1044 726 1359 1662 1132 4203 11.03
SO 18990 1022 001 745 052 427 211 2168 1394 815 12952 16.15
ATX 16210 943 001 1633 054 763 365 2412 2610 1778 83.11 1428
CZ 27800 1297 001 3057 044 778 302 2031 2094 1429 109.50 18.49
SVA 20106 1452 001 268 050 1543 401 1528 1669 1784 9566 17.83
GA 17830 1407 001 2470 045 924 431 2419 1373 1221 67.69 25.12
PA 16530 579 001 2822 067 1252 615 1514 1695 510  59.90 1577
AA 20640 "1 "01 402  ~7N 217 67 406 Tt 345 120.89 °
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poblaciones silvestres, toleradas y fomentadas de Agave para elaborar
mezcal. La diversidad genética de los agaves mezcaleros y la dinamica
evolutiva en estos agroecosistemas tradicionales es poco conocida. Por
tal razon la diversidad, diferenciacion y relaciones genéticas de las
poblaciones silvestres y cultivadas bajo manejo tradicional y comercial,
fueron estimadas utilizando marcadores Inter Simple Sequence repeats
(ISSR). Se consideraron cuatro niveles de analisis: poblacion, parcelas
de cultivo tradicionales, tipo de manejo agricola y status bicldgico. El
analisis mostré que los cultivares tradicionales tienen niveles de
diversidad genética (Hg = 0.20-0.35) similares, o una tercera parte
menores, que las poblaciones silvestres (Heg = 0.28-0.40). La variedad
comercial de Tequila A. tequilana Weber var. Azul (He = 0.08) present6
una baja diversidad. En las poblaciones silvestres se obs v6 una baja
estructuracion genética (Fsr = 0.17) que se incrementd en las
poblaciones toleradas (Fsr = 0.33) y cultivadas (Fsr= 0.36). Lo anterior
fue corroborado con los andlisis Bayesiano y de varianza molecular
(AMOVA). El andlisis de relaciones genéticas (Nei, 1972, UPGMA)
mostré6 que Agave angustifolia tiene una relacién cercana con el
germoplasma cultivado sugiriendo que es el acervo principal de
seleccion para cultivo. La seleccion y el cultivo tradicional de diferentes
linajes han conformado acervos locales con alta diversidad genética y
han sido determinantes para conservacion in situ del germoplasma
cultivado.

3.1. INTRODUCTION

The ecological and cultural conditions of traditional genetic resource
management practices in Mexico have favors the continuous
diversification of cultivated species and their landraces. In traditional
agricultural systems it is common to find tolerated or encouraged wild
populations as well as domesticated ones, which promotes active
genetic flow between the wild and domesticated pools (Casas et al.,
1994, 1996; Montes & Eguiarte, 2002; Payr6 et al. 2005; Zizumbo-
Villarreal et al., 2005; Martinez-Castillo et al., 2006).

Originated and diversified in Mexico (Alvarez-Zayas, 1989), the
Agave (Agavaceae) genus has been used by humans for at least 9000
years as food and fiber (Callen, 1965). An Agave species group called
mezcals (from the Nahuatl metl = Agave and ixcalli = cooked or baked)
has been used extensively in the production of fermented and distilled
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Villarreal, 2007, Vargas et al., 2007). Other species grown in this area
such as A. guadalajarana Trel. and A. colimana Gentry are not used
because they are not large enough and do not produce enough sugars
for spirits production.

In an ethnobotanical and morphological study of mezcal agaves
in this region, Vargas et al. (2007) found that: 1) wild A. angustifolia
Haw. and A. rhodacantha Trel. populations are the primary genetic
pools for selection of germplasm for cultivation, 2) the richness,
diversification and in situ maintenance of traditional landraces is the
result of continuous selection, incorporation of wild germplasm into
cultivation, management of populations along a wild-domesticated
gradient and conservation of ancient landraces, 3) the landraces
recognized by growers are morphologically differentiated whose
richness suggests that the cultivated pool is highly genetically diverse.

The domestication process commonly reduces genetic diversity in
cultivated species versus their wild relatives, and leads to differentiation
between the two gene pools (Hawkes, 1983; Doebley, 1992). For
example, a drastic reduction in genetic variation was reported in the
cultivated species A. fourcroydes Lem. (henequen) compared to its wild
ancestor A. angustifolia Haw. (Colunga-GarciaMarin et al., 1999); this is
analogous to what occurred in the case of A. tequilana var. azul (Gil-
Vega et al., 2001). In both species this reduction was associated with
heavy commercial pressure from selection and propagation of a single
variant, for fiber production in the former and for spirits production in the
latter. lIsoenzymatic analysis showed wild A. angustifolia Haw.
populations to have high genetic diversity, including those harvested
traditionally by artisans in Yucatan (Colunga-GarciaMarin ef al., 1999).
This is congruent for this genus, which typically has crossed
reproduction and is pollinated by bats (Eguiarte et al., 2000).

The boom in extensive cultivation of blue agave in the last fifty
years has affected several wild Agave populations in Jalisco and is
displacing traditional landraces in the south of the state (Colunga-
GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2007). Knowledge of Agave
population dynamics, genetic structure and genetic resource diversity in
the region is vital to attaining its sustainable management. This is
extremely important because south of Jalisco seems to be the center of
diversity for diversity and primary germplasm selection for production of
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at 44°C, and 2 min at 70°C for 35 cycles; and 30 min at 72°C for final
extension. The amplified products were separated by electrophoresis on
6% non-denaturalizing bisacrylamide gels (30:1) containing 3 M Urea (to

improve band definition) and continuous 1 X TBE buffer (Zietkiewicz et
al., 1994). A 100-bp molecular marker standard was included in each
gel. Gels were run at 450 V constant power for 12 hours (SQ3
Sequence Hoeffer), and PCR products were visualized by silver nitrate
staining (Promega Q4132 Kit). Bands of similar molecular mass (i.e.
weight) and migration distances across individuals were assumed to be
homologous fragments. Reproducibility of the ISSR fragments was
tested for each primer, and the procedure was repeated twice in a
number of populations. Negative controls (without DNA template) were
used consistently to detect self-amplification or DNA contamination.

3.2.3. Data analysis

Presence (1) or absence (0) of each band was recorded visually, and
the results entered into a binary matrix by population. Allelic frequencies
were calculated for each locus based on individuals with no band, which
were considered as recessive homozygous assuming Hardy—Welnberg
equilibrium (HWE), where allele (q) allelic frequency was q = X °° and
(p) allele frequency was p = 1-q.

Genetic diversity was estimated at four analytical levels: 1) wild o
cultivated population; 2) traditional parcel (Zapotitlan, Canoas, and
Tuxpan); 3) type of agricultural management (wild, tolerated-
encouraged, traditional landrace, and commercial cultivar); and 4)
biological status (wild or domesticated pool). Four estimators were used:
i) percentage of polymorphic loci (p/), where pl =x/m, x is the number of
polymorphic loci in the sample, and m the overall number of polymorphic
loci under a 95% criterion. ii) expected heterozygocity SHE) under HWE.
He in a particular locus was calculated as He = 1-£ p?, where p?is the
homozygous genotype by allele i. Lynch & Milligan (1994) correction for
dominant markers was used in which, for a locus i: He = 2 q (j) [1 ‘1 0+
2 Var [g ()], where Var (q)=(1-x)/4N, q=X"? [1-Var (x)/8x*]" and
Var(x)=(1-x)/N. When a number of loci were simultaneously analyzed,

the formula used was: H ¢ —1'——ZH] where Hj is the heterozygosity
=]

of locus j and m is the total number of polymorphic loci. The TFPGA
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Table 3.1. Number, name, code, locality of origin, and genetic diversity
of wild and cultivated Agave populations studied.

Pop1-tion - “ ode T ~eality ® N® Llp- o _fi—t I8
Wila
1 4 angustifolia AH  Hostotipaquillo 37 913 030 034 046
2 A. angustifo[ia AM Magdalcna 35 88.4 0.31 0.34 0.47
3 A angustifolia AP Perempitz 22 768 029 032 043
4 A angustifolia ASA  Sayula 25 89.8 032 034 048
5 A angustifolia AT  Tecolotldn 22 97.1 040 0.40 0.57
6 A angustifolia AW  Tuxcacuesco 15 869 031 034 047
7 A angustifolia ACT Tuxcacuesco 16 927 035 037 0.51
8 A angustifolia ATX Tuxcacuesco 36 797 031 0.31 045
9 A angustifolia ADB Zapotitlan 24 826 031 033 046
X 25 872 032 035 048

SD 651 0.03 0.03 0.04

Tolerated-Enhanced
10 4. rhodacantha SVA  Tuxpan 18 89.8 031 034 046
11 4 angustifolia APA Palo Alto,Tec. 21 869 033 028 0.35
X 19 87.04 032 035 048
SD 205 0.01 0.04 0.08

Traditional landrace

12 Brocha B Zapotitlan 20 898 035 0.33 0.50
13 Cenizo C Zapotitlan 23 797 033 032 047
14 Chancuella CH  Zapotitlan 26 782 031 0.30 045
15 Cimarrén hojalarga CZ Zapotitlan 24 739 025 026 036
16 Ixtero Amarillo 1A Zapotitlan 18 50.7 0.22 0.21 0.36
17 Ixteroverde v Zapotitlan 18 768 029 0.29 043
18 Linefio LZ  Zapotitlan 20 71.0 030 029 043
19 Prieto de Telcruz P Zapotitlan 9 782 032 031 044
20 Perempis PE  Zapotitlan 14 565 023 023 0.33
21 Telcruz TE  Zapotitlan 18 71.0 0.28 024 040
22 Prietn Presa Grande Z Zapotitlan 1R 173 0.07 0.13 0.10

* Population number corresponds to Figure 3.1.
* Name of wild Agave species or name of cultivated populations.
Municipalities in Jalisco where sample was collected.
°N, Number of individuals per population.
¢ Lp = percentage of polymorphic loci.
° Hy, expected heterocygosity average per population (Lynch & Milligan, 1994).
ng, Bayesian genetic diversity average per population (Holsinger & Lewis, 2003).
# 1, Shannon’s diversity index (Lewontin, 1972).
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calculated with the Nei (1972) genetic distance index, and then a
dendrogram was built using the UPGMA method.

3.3. RESULTS AND DISCUSSION
3.3.1. Genetic diversity

A total of 95 polymorphic bands were generated of which 69 were
chosen for analysis due to their clear and constant amplification. Of
these, 33 were generated with the (GACA); RG primer and 36 with the
YR (GACA); primer; all were between 275 and 1500 bp. The Bayesian
diversity estimator (Hg) had values similar to those of the Hg estimator,
indicating that HWE could be assumed in the studied populations. The /
values were higher (Table 3.1) versus He and Hg values.

The wild, tolerated and encouraged populations had high genetic
diversity values (Table 3.1). This is probably because, like all wild
agaves, the studied populations are long-lived with long reproductive
cycles, reproduce by seed, are largely pollinated by bats (Eguiarte et al.,
2000), can be self-incompatible (e.g. A. angustifolia and other species,
Molina-Frener & Eguiarte, 2003), and can also be propagated by
offshots. Their | »oductive strategy favors intrapopulation genetic
diversity (Molina-Frener & Eguiarte, 2003). The diversity values
recorded here (Hg estimator) are higher than the reported with AFLP
markers in A. angustifolia populations in Sonora (He = 0.24 - 0.29)
(Barraza et al., 2006); with RAPDS markers in A. desertii Engelman, A.
subsimplex and A. cerulata (Hs = 0.14 - 0.24) (Navarro-Quezada et al.,
2003); or with ISSR markers in other nine wild Agave species (Hg = 0.22
- 0.29) (Aguirre, 2004; Gonzalez, 2004; Rocha, 2006). They are
comparable, however, to values reported with isoenzymatic markers in
A. victoria-reginae Moore (Hs = 0.33) (Martinez-Palacios, 1999) and A.
lechuguilla Torrey (Hs = 0.39) (Silva-Montellano & Eguiarte, 2003), and
with ISSR markers in A. cupreata T . & Berger (He = 0.39) populations
(Eguiarte et al., 2006).

Traditional landraces had diversity almost as high as the wild
populations, or about one third less, with the exception of landrace Z
that show low diversity (Table 3.1, Figure 3.2). This may be a
consequence of peasant farmer selection lean toward different
morphotypes, continuous incorporation of wild individuals from natural
populations or of cultivars from other parcels, and, in some cases, that
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production of fiber for export. Current genetic diversity (estimated with
isoenzymes) in A. angustifolia, henequen’s wild ancestor, is / = 3.06,
whereas in commercial A. fourcroydes it is | = 0, and other traditional
varieties are now almost extinct (Colunga-GarciaMarin et al., 1996). The
situation in the most important area for tequila production (Tequila-
Amatitan) located in central Jalisco is analogous in that other landraces
that were traditionally used to produce tequila (CHA, SI, BE) are no
longer used due to restrictions in the Official Norm. However, ISSR
showed that these have moderate to high diversity level.

The three traditional parcels had high levels of genetic diversity
similar to the wild or tolerated-encouraged populations or lightly minor.
Commercial blue agave (TEQ), however, had significant differences
between it and the traditional landraces, and the wild populations
(Figure 3.2). Maintenance of high diversity in the traditionally managed
parcels is linked to the agricultural practices of the peasant farmers.
Although they use vegetative propagation to increase their cuitivated
populations, they employ other practices that help to maintain diversity:
1) allowing a certain degree of phenotypic variation within landraces; 2)
recurrent introduction of diverse wild and cultivated Agave pools from
the region; 3) preservation of ancient landraces; 4) introduction of plants
grown from seed. This is supported by Eguiarte (2006), who reported
that A. cupreata propagated by seed in a nursery were as diverse as
wild populations of the same species (Hg = 0.39). In another case,
Colunga-GarciaMarin (1996) reported that A. fourcroydes populations
propagated vegetatively had an / = 0, while those from seed had an / =
2.17, equal to the most diverse of its wild ancestors (A. angustifolia).
The diversity observed in the four “Linefio” populations demonstrated
that management practices in traditional agroecosystems favors
diversity, since the two populations grown in traditional mezcal
production sites (LZ, LSE) maintained more variation than did the two
grown in commercial systems (LT, LP). Similar diversity levels for
managed and wild populations (at times higher in managed populations)
have been reported for Cactacae Opuntia spp. (Colunga-GarciaMarin et
al., 1986), Polaskia chichipe Riccobono and Stenocereus stellatus
(Pfeiffer) Riccobono (Otero-Arnaiz et al., 2005; Casas et al., 20086). Wild
populations of these cactuses are used and encouraged in their natural
habitat as well as grown in parcels through vegetative propagation, and
transplantation or tolerance of offspring from seeds. Their variation is
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A. angustifolia, which is widely distributed on the Yucatan Peninsula,
may correspond to its highly fragmented natural habitat causing greater
genetic drift and lower gene flow.

Table 3.2. Genetic differentiation in wild and cultivated Agave
populations estimated with ISSR markers in different levels of analysis.

Analisis level Np/Ni Fst (6) IC 95% Pt
Biological status

Wild pool 11/271 0.205 (0.238, 0.176) 0.232
Cultivated pool 25/464 0.380 (0.408, 0.355) 0.421
Type of agricultural management

Wild 9/232 0.179 (0.215, 0.147) 0.213
Tolerate-enhanced 2/39 0.333 (0.408, 0.258) 0.314
Landraces 24/442 0.360 (0.388, 0.332) 0.403
Parcel

Zapotitian 11/198 0.376 (0.408, 0.343) 0.419
Canoas 6/109 0.337 (0.371, 0.301) 0.383
Tuxpan 2/43 0.222 (0.318, 0.134) 0.257

Np, number of populations; Ni, total number of individuals; Fsr (8) coefficient of
differentiation (Weir & Cookerman, 1984); 95% IC, confidence intervals for Fsr, ®gr,
genetic variance (Excoffier et al., 1992).

The greater genetic differentiation among the studied cultivated
populations may be explained by a series of factors: heavy selection
pressures by farmers; the varied origins of these; genetic drift's effect in
each population (which can be high due to the small population sizes);
elimination of the inflorescence in cultivated individuals (reduces the
possibility of gene flow through pollen); and limited plant exchange
between farmers (also limits gene flow). The high differentiation
between the four analyzed “Lineno” populations (Gsr = 0.32) suggests
that plant exchange and/or gene flow between them (Nm = 1.04,
estimated from the 8 value) is insufficient to prevent local differentiation.
Genetic drift together with agricultural management, have contributed to
structuring these cultivated populations.

Genetic differentiation among the landraces in the traditional
parcels was high, particularly at Zapotitlan (Fsr = 0.37) and Canoas (Fsr
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among parcels can diminish cultivars genetic differentiation. Introduction
of g wild materials is frequent in Zapotitlan and Canoas, but cultivated
offset exchange is infrequent in the three traditional parcels studied.

Table 3.3. Summary of the AMOVA analysis based on genotypic
distances of Agave populations in different levels.

AT:\%‘T"S Source of variation d.f. SSD CV % Total ®gt

Biological status

Wild Among populations 10 1019.9 3.6 23.2 0.23
Within populations 260 3165.2 121 76.7

Cultivated Among populations 24  3146.3 6.5 42.5 0.42
Within populations 439 3963.3 9.0 57.8

Parcel

Zapotitlan Among populations 10 13156.3 6.5 41.9 0.41
Within populations 197 17766 9.0 58.0

Canoas Among populations 5 6220 6.0 38.3 0.38
Within populations 108 10495 9.7 61.6

Tuxpan Among populations 1 96.9 4.0 25.7 0.25

\l\liihin &opl ||aiions 42 485_2 11 R 74.2

Df, degrees u1 neuum; SSL, sum of squares; CV, variance-uuimponent estimates; %
Total, percentage of total variance contributed by each component; ®sr genetic
variance (Excoffier et al., 1992).

Moreover, farmer selection pressures on a particular set of
morphological traits and vegetative propagation keep landrace identity,
and contribute for maintaining genetic differentiation.

The Bayesian approximation showed that the free model had the
best fit to the data (Table 3.4). At the three analyzed levels this model
produced differentiation values similar to those generated by the
AMOVA and classic statistic estimators. This indicated consistency in
results (Tables 3 and 4) and confirmed that this model is appropriate
when no endogamy coefficient data are available (Holsinger & Lewis,
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populations has been observed with AFLP markers (Hernandez, 2001),
suggesting the presence of genetic infiltration between these species
(Gentry 1982, p. 582). Four groups were identified within clade E. The
majority of the wild A. angustifolia populations were grouped in clade A
by the region where grown, which is consistent with their Fgsr values.
The population from Yucatan (AY) was included in this clade, which
coincides with Gentry’'s (1982) observation that this species is a
biological complex that varies along a geographic gradient with no
drastic differentiation between populations. This population was closely
associated with those from central Jalisco (AM, AH). Subclade A1
consisted of most of the landraces from southern Jalisco together with
wild populations from the same region. None of these landraces
exhibited any relationship to the wild populations from central Jalisco
(AM, AH). The short distances between some landraces and wild
populations in this clade is congruent with ethnobotanical data indicating
their recent incorporation into cultivation systems from local natural
populations. The other cultivated populations in southern Jalisco,
grouped into subclade A2, have greater differentiation with the wild
populations, suggesting that the selection process has produced greater
differentiation in this group than in the cultivated populations in subclade
A1l

Clade B contained two landraces under traditional management
(Z, PE) and one commercial TC (A. tequilana grown in Tonaya and
considered a local landrace by farmers). The greater genetic distance
between this clade and wild populations versus the landraces in clade A
may be explained by an even more intense selection process. Clade C
consisted of the commercial tequila variety (TEQ), two “Linefo”
populations (LP, LT) grown in commercial mezcal production sites as a
monoculture, one cultivated population under traditional management
(HO) and one wild A. angustifolia population (ATX). The associations
within this clade suggest that TEQ was selected from the wild A.
angustifolia pool, as mentioned by Gentry (1982), but not from the
Tecolotlan populations as he pointed out but probably from populations
near Tuxcacuesco. Another two “Linefio” populations (LZ, LSE)
cultivated under traditional management were associated with A.
angustifolia from Tecolotlan (AT, APA). This coincides with Vargas et al.
(2007) in that it indicates that this landrace has been selected from
different A. angustifolia lineages.
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one A. angustifolia, as well as genetically distant Agave species
andother genera. The present analysis, in contrast, included a wide
sample of the wild A. angustifolia pool together with traditional landraces
used to produce distilled beverages, providing a much broader scale
view of genetic relationships between these landraces and their putative
selection populations. The greater genetic distance between the Chato
and Bermejo landraces and blue agave coincided with their greater
morphological differentiation, but Siglin is morphologically quite similar
to blue agave.

A similar tendency was observed between the wild A. angustifolia
populations (AM, AP) and traditional landraces with size and
morphological features similar to (PE, C, MP, Sl), or more robust than
(TE and SO0) blue agave. These did not group with the bue agave (TEQ),
highlighting the possibility that some landraces have been selected from
A. angustifolia lineages not included in this study or from other pools
that have not yet been taxonomically determined, as previously
discussed by Vargas et al. (2007).

All the landraces in southern Jalisco were related to wild
populations in the same region, suggesting that germplasm movement
has been limited and local. This supports the hypothesis that the rapid
diffusion of distillation into central Jalisco could occurred due to
movement of the Philippine-style still and the existence of wild agave
populations already in use for production of fermented beverages
(Bruman, 1940). In addition, movement of plants over large distances
would have required ecological adaptation of the germplasm to new
environmental conditions, which would have delayed the process. Given
the above, it is possible that blue agave (TEQ) originated in a lineage
from central Jalisco near the Tequila region, such as the A. angustifolia
populations in Magdalena (AM) where wild phenotypes similar to the
commercial variety have been observed.

3.4. CONCLUSIONS

1) Traditional cultivars used in spirits production in west-central Mexico
have high intrapopulational genetic diversity that is similar to wild A.
angustifolia and A. rhodacantha populations. The commercial blue
agave variety, in contrast, has diversity three times lower than in wild
populations. 2) Traditional management of Agave landraces in
traditional mezcal agroecosystems favors high genetic diversity,
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La evidencia conjunta mostré que A. angustifolia tiene una relaciéon
cercana con el germoplasma cultivado para Tequila. Una poblacién de
Ameca resulté el linaje mas relacionado con el agave azul y con el
Siguin. Sin embargo, el acervo genético cultivado en el Valle de Tequila
corresponde al acervo genético de la ruta natural demarcada por el
corredor biolégico de las cuencas de los rios Armeria-Ayuquila, Ameca
y Santiago-Bolanos, a través de los cuales ha podido ocurrir movimiento
de genes por la distribucién continua de poblaciones de Agave y el
movimiento de los polinizadores. No fue posible clarificar si el cultivar
BE ha sido derivado del acervo de A. angustifolia. Los resultados son
discutidos tanto en el contexto de su importancia para la conservaciéon
del germoplasma disponible, como para su mejoramiento genético.

4.1. INTRODUCCION

La produccion de Tequila, una bebida destiiada de Agave, por
denominacién de origen esta circunscrita a algunos estados del centro-
occidente de México y a una pequena region del noroeste. El estado de
Jalisco es reconocido como la cuna del Tequila y es una de las zonas
mas productivas (Valenzuela-Zapata, 1997). La mayor produccién se
realiza  dos regiones: a) Centro, también llamada Valle de Tequila,
con la mayor antigiedad de produccién donde las plantaciones
comerciales se establecieron en 1795 (Luna-Zamora, 1991; Valenzuela-
Zapata, 1997), representada principalmente por los municipios de
Tequila, Amatitan, Arenal, Hostotipaquillo y Magdalena y b) “Altos de
Jalisco”, representada por los municipios de Tepatitlan, Arandas,
Atotonilco, entre otros, constituida a finales del siglo XVIIl. Sin embargo,
debido a su demanda y rentabilidad, el cultivo se ha extendido a todo el
estado, involucrando a multiples productores.

La NOM del Tequila seiala a Agave tequilana Weber var. azul
(Ilamado comUnmente “agave azul”) como la variedad exclusiva para la
manufactura del Tequila. El proceso de domesticacion y la restriccion
de la NOM ha conducido a una baja diversidad genética en esta
variedad (Gil-Vega et al., 2001, 2006; Cuadro 3.1 de esta tesis). De
manera paralela, ha ocasionado el decremento de las poblaciones y/o
la desaparicion de otros cultivares que se usaban tradicionalmente en
Valle de Tequila para producir esta bebida. En el siglo XIX, Pérez
(1887) reporté nueve cultivares: Azul, Bermejo, Siguin, Moralefo,
Chato, Pie de Mula, Mano larga, Zopilote y Mezcal chino, sefalando
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reportaron una alta relacion genética entre los cultivares Azul, Listado
Azul y Siglin, y una mayor distancia genética de los cultivares Chato y
Bermejo, sugiriendo que éstos podrian corresponder a especies
diferentes de A. tequilana Weber. En el caso del cultivar Moralefio, los
analisis basados en AFLPs resultaron contradictorios con los obtenidos
con retrotransposones, ya que con los primeros resulté cercano a la
variedad Azul y con los segundos no. En estos estudios y en el de
Cuevas (2001) en el que incluyd muestras de A. angustifolia Haw. y
otras especies utilizadas para la obtencién de fibras y bebidas, no se
discute el origen biolégico de A. tequilana, aunque en éstos (y en el
material incluido en sus andlisis) subyace la observacion de Gentry
(1982) de que A. tequilana forma parte del acervo genético de A.
angustifolia.

Agave angustifolia es una especie con entrecruzamiento libre
que presenta variacién morfolégica a lo largo de su gradiente de
distribucién geografica, distribuyéndose desde Sonora y Tamaulipas en
México hasta Costa Rica (Gentry, 1982). De su acervo se han
seleccionado diferentes cultivares para la obtencién de fibras (Colunga-
GarciaMarin et al., 1998) y bebidas destiladas como el bacanora y el
espadin, con los que se elaboran los mezcales de Sonora y Oaxaca
respectivamente (Gentry, 1982; Colunga-GarciaMarin, 2003). Gentry
(1982) considera a A. tequilana como un clon derivado de poblaciones
de A. angustifolia de Jalisco, sefialando que las diferencias entre éstas
“son de grado mas que de un contraste distintivo”. Gentry considera
entonces que “la separacion de A. tequilana como especies es
nominal”, aunque sefiala la conveniencia de mantener el nombre por su
importancia para la industria del Tequila: “Ciertamente, el intercambio
comercial con esta importante planta podria ser beneficiado por el
mantenimiento de un simple binomio [(A. tequilana)]’. Si bien es
conveniente mantener el nombre de A. tequilana por razones
econdémicas, la identificacion de los acervos genéticos de A. angustifolia
mas cercanos al agave azul es prioritaria, por su significado para la
conservacion y uso del germoplasma.

En Jalisco, A. angustifolia estd ampliamente distribuida y habita
mayormente en el bosque tropical caducifolio (BTC), desde los 300
msnm en la costa hasta los 1550 msnm tierra adentro. También se
encuentra en bosque de encino en ecotonia con el bosque tropical en
altitudes cercanas a 1700 msm, y con menor frecuencia en el matorral
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proceder de poblaciones silvestres de A. angustifolia Haw. localizadas
hacia el sur, en sitios transicionales del bosque de encino y el bosque
tropical caducifolio, cercanos a Tecolotlan, Jalisco. Esta hipotesis la
planted con base en la poca distincién morfolégica que observo entre A.
tequilana y A. angustifolia, y en la alta similitud del agave azul con las
poblaciones silvestres de A. angustifolia creciendo cerca de Tecolotlan:
‘plantas cercanamente relacionadas a Agave ftequilana crecen
silvestres en las laderas semi-aridas del oeste y sur de 1 juila, asi
como a lo largo de la carretera Cocula-Tecolotlan, Jalisco. En el encinar
hay una poblaciéon grande, variable y algunos de ellos se parecen
cercanamente a formas cultivadas de A. tequilana. Uno podria suponer
que los cultivadores de Tequila hicieron su seleccién para plantaciones
del acervo de estas poblaciones silvestres” (Gentry, 1982, pp. 583-584).

2) Walton (1977) plante6 que las plantas cultivadas en el Valle de
Tequila pudieron ser introducidas del sur de Jalisco, de la comunidad de
Tuxpan (800-900 msnm)dado que de alli procedian los primeros
productores establecidos en Tequila en el siglo XVIII.

3) Luna-Zamora (1991), siguiendo a Muria (1975) planteé que
durante el siglo XVl la produccién de mezcal en el area de Tequila se
obtenia de plantas silvestres procedentes de las Barrancas del Rio
Grande o Santiago (800 msnm), donde predomina el bosque tropical
caducifolio. Con plantas de esas poblaciones pudieron establecerse las
plantaciones en el Valle de Tequila.

4) Del trabajo de Zizumbo-Villarreal y Colunga-GarciaMarin
(2007) se derivan dos hipotesis alternas: a) el cultivo en el Valle de
Tequila se establecid con plantas procedentes del sur de Jalisco
(Zapotitlan-. uxcacuesco, 750-850 msnm) que fueron difundidas junto
con el destilador asiatico rios arriba o b) el destilador se difundié rios
arriba y se adapté al gemoplasma local, estableciéndose los cultivos
con plantas de sitios con la misma altitud (1100-1500 msnm).

En este estudio coincidimos con esta ultima hipotesis, debido a
que la introduccién de plantas de Agave del sur, procedentes de tierras
bajas, debié involucrar un periodo largo de adaptacién de las plantas a
las condicior ; altas del Valle de Tequila y porque existen evidencias
de que la difusién de la destilacién desde Colima hasta la sierra de
Nayarit pudo darse en menos de veinte afos, entre 1603, cuando
iniciaron las prohibiciones sobre la elaboracién del licor de coco en
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cultivado del agave azul tiene una adeacuada representacion. Se
incluyeron muestras de los cultivares Siglin y Bermejo, considerados
en este estudio como poblacion, obtenidos en el Rancho “El Indio”,
propiedad de la compania Sauza, en el municipio de Tequila.
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Figura 4.1. Area de estudio en el centro-occidente de México.
Poblaciones silvestres de Agave angustifolia estudiadas en el centro y
sur de Jalisco (circulo). Cabeceras municipales (m), Rio Santiago (SR),
Rio Coahuayana-Naranjo (CNR), Rio Armeria-Ayuquila (AAR).

4.2.2 Amplificacion y electroforésis de ISSR

La técnica de Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) hace un muestreo
amplio del genoma, relativamente no sesgado, que permite el analisis
aleatorio multilocus y la identificacién de polimorfismos multiples. Es
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sefalada en el capitulo 3 de esta tesis. La amplificacion fue hecha
mediante GeneAmp PCR System 9700 (Applied Byosistems, Foster
City, CA) utilizando dos iniciadores de ISSRs -(GACA); RG vy
YR(GACA);. (Laboratorio de Secuenciacion de Proteinas, University de
California-Davis), seleccionados por su mejor amplificacion,
consistencia y polimorfismo y bajo las siguientes condiciones: un ciclo
de desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 2
minutos a 94°C, 1 minuto a 44°C y 2 minutos a 70°C de anillamiento, y
una extension final de 30 minutos a 72°C. Los productos amplificados
fueron separados por electroforesis en geles no desnaturalizantes de
bisacrilamida (30:1) al 6%, conteniendo urea 3M para mejorar la
definicibn de las bandas y amortiguador continuo TBE 1.0 X. Un
marcador de peso molecular de 100-pb fue incluido en cada gel. La
electroforesis fue realizada a 450 V por 12 horas (SQ3 Sequence
Hoeffer) y los productos de la amplificacién fueron visualizados con la
técnica de tincion por nitrato de plata usando el paquete de Promega
Q4132. Las bandas de peso molecular fueron consideradas como
fragmentos homologos. La reproducibilidad de los fragmentos ISSR fue
probada para cada iniciador repitiendo el procedimiento dos veces en
varias poblaciones. Se usaron controles negativos (sin ADN) para
detectar auto-amplificaciones o contaminaciones.

4.2.3. Analisis de agrupamiento genético

La presencia (1) o ausencia (0) de cada banda se registré6 de manera
visual. Los datos se arreglaron en una matriz binaria por poblacion.
Consideramos dos niveles de analisis: individuos y poblaciones. Las
relaciones genéticas fueron inferidas mediante analisis de agrupamiento
basados en similitud genética y un método bayesiano de asignacién de
individuos.

Al nivel de individuos se realizaron dos analisis: (i) Analisis de
agrupamiento con el método del vecino mas cercano (NJ, Saitou y Nei,
1987) sin grupo externo y basado en el coeficiente de similitud de Nei y
Li (1979): 2N,y /(Nx + Ny), donde N,y es el nUmero de pares de bandas
compartidas entre dos individuos, N, y N, son el nimero total de bandas
amplificadas en los individuos x y y. Este coeficiente es apropiado para
el andlisis de ISSR porque excluye las bandas ausentes en el calculo
de los valores de similitud. La ausencia de bandas ISSR puede ocurrir
por varias razones y podrian no ser homélogas (Wolfe et al., 1998); (ii)
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(Figura 4.2). Los individuos del agave azul (TEQ) presentaron la mayor
similitud genética y cinco poblaciones silvestires de A. angustifolia del
sur de Jalisco (ATu, AT, APA, ASA, AZ, ver Cuadro 4.1) exhibieron una
alta asociacion con su misma poblaciéon. En cambio algunos individuos
de las poblaciones de A. angustifolia de Ameca (AM), Hostotipaquillo
(AH) y de Tuxacuesco (ATX) se asociaron con individuos de otras
poblaciones. Seis individuos de A. angustifolia de Ameca (AM), se
incorporaron al grupo formado por los individuos del agave azul (TEQ).
Un subgrupo de individuos de Tuxcacuesco (ATX) se asocié con el
grupo de TEQ-AM. La mayoria de los individuos del cultivar Sigtin (SI)
se asociaron como poblacién independiente y algunos individuos se
agruparon con las poblaciones de A. angustifolia de Sayula (ASA) y de
Hostotipaquillo (AH) (no sefialados en la Figura 4.2). Por otra parte,
algunos individuos del cultivar Bermejo (BE) presentaron la mayor
distancia de similitud genética con respecto al resto de los individuos y
algunos de ellos se asociaron con algunos individuos de la poblacion de
Ameca

Un patrén de agrupacion semejante al generado por el NJ se
obtuvo con el analisis de coordenadas principales (ACoP) (Figura 4.3).
Las tres primeras coordenadas explicaron el 20% del total de la
varianza, correspondiendo con la variacion que exhiben los individuos
de una misma poblacién y entre poblaciones. Hubo una mayor cercania
entre las poblaciones silvestres del sur y del mismo modo entre las del
centro de Jalisco. La ordenacién de los individuos evidencié que el
agave azul forma un grupo con gran similitud genética y mas distante
del resto, los individuos de las poblaciones de Ameca y Tuxcacuesco se
observaron como los mas cercanos al agave azul.

El andlisis de agrupamiento de las 11 poblaciones (Figura 4.4)
mostré la formacion de dos clados. El primero agrup6é a todas las
poblaciones silvestres de A. angustifolia excepto a la poblacién de
Ameca. El segundo se dividio en dos subgrupos, agrupando a A.
angustifolia de Ameca y al agave azul en uno y al cultivar Siglin y
Bermejo en otro. Esta topologia concuerda en general con los
resultados del PCoA (Figura 4.3).
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Cuadro 4.2. Proporcién de membresia estimada por poblacién
medi=rt= 5| programa Strusture (Pritchard  200Q),
1 2 3 4 5 6 7 o Y 10 1N

0.756 0.000 0.034 0.000 0.000 ©.zo3 0.005 0.001 u.uuu 0.000 0.000
0.000 0.989 0.000 0.000 0.000 0.000 0.009 0.000 0.000 0.000 0.001
0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.991 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000
0.026 0.000 0.362 0.584 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.998 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000
0.889 0.003 0.000 0.000 0.000 0.057 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.914 0.085 0.000 0.000 0.000
0.000 0.008 0.009 0.000 0.000 0.004 0.158 0.829 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.424 0.007 0.518 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.363 0.000 0.000 0.636 0.000
11 0.000 0.000 0.000 0.000 ) 0.0

P = puviaciunes predeunida Say
Tuxcacuesco (4), Palo Alto (5] losto
(8), Sigliin (9), Bermejo (10), ¢ 3 res
coeficientes mas altos o compa

© ® N O b w N | 7

-
o

4.4. DISCUSION Y CONCLUS =

El patron de agrupamiento encontrado con los métodos basados en
coeficientes de similitud genética indican diferenciacién genética en las
poblaciones silvestres de A. angustifolia. Se encontré una gran similitud
entre los individuos del agave azul que indica una baja diversidad
¢ ética, resultado de la propagacién vegetativa y la seleccion continua
bajo cultivo (Gil-Vega et al., 1991, 2006; Vargas et al. 2007). Esto es
congruente con los bajos coeficientes de variacion morfolégica
observados por Vargas et al. (2007). El agrupamiento bayesiano de
individuos indicd, que el agave azul es una poblacion independiente sin
ancestria con otras poblaciones de las aqui involucradas, de manera
similar a poblaciones que pasaron por un severo efecto de deriva
génica. Sin embargo, el analisis de similitud genética y el filogenético
sugieren que comparte una relacion genética mas cercana con la
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azul. El hallazgo de esta concordancia morfolégica y similitud genética
de algunos genotipos de A. angustifolia de Ameca con el agave azul,
aun a pesar de la reducida diversidad genética de este ultimo
(heterocigosidad esperada He = 0.008 y porcentaje de loci polimoérficos
Pl = 20.3 resportado en la Tabla 3.1 de esta tesis) nos lleva a sugerir
que las poblaciones silvestres de A. angustifolia creciendo en este tipo
de vegetaciébn (como lo propuso Gentry, 1982), y procedentes de
regiones adyacentes de Ameca, Cocula, Tecolotlan y de altitudes
cercanas a los 1500 m representan al acervo genético mas relacionado
con la variedad comercial. En este habitat las poblaciones alcanzan
tallas mayores y desarrollan tallos mas grandes, atributos deseables
para el proceso productivo de bebidas destiladas.

Es mas factible que en el Valle de Tequila se haya introducido a
cultivo germoplasma con caracteristicas adaptativas a las tierras altas,
obtenido en el Bosque tropical caducifolio y transiciones con encinar
entre los 1300 y 1600 m de altitud, coincidiendo con lo sefalado por
Gentry (1982) y Zizumbo-Villarreal y Colunga-GarciaMarin (2007), mas
que de las poblaciones naturales de las barrancas del rio Santiago
(aprox. 700 msnm) como senald Luna-Zamora (1991) o de poblaciones
lejanas como Tuxpan (Walton, 1977). No obstante, es importante
sefalar que el acervo genético cultivado en el Valle de Tequila
corresponde al acervo genético de la ruta natural demarcada por el
corredor biolégico de las cuencas de los rios Armeria-Ayuquila, Ameca
y Santiago-Bolafos, a través de los cuales ha podido ocurrir movimiento
de genes por la distribucién continua de Agave y el movimiento de los
polinizadores. Esto es apoyado por el hecho de que algunos individuos
de la poblacion de A. angustifolia de Tuxcacuesco presentan mayor
grado de similitud genética con agave azul que otras poblaciones del
sur (Figuras 4.2 y 4.3). De tal forma, que no se puede descartar entre:
a) la posibilidad de que el acervo cultivado del agave azul proceda de
poblaciones distintas de A. angustifolia y que la variacibn que
actualmente presenta sea producto de la diversidad de estas
poblaciones originales, b) haya sido seleccionado de una sola poblacién
con alta variabilidad genética y el manejo no ha logrado la reduccién
total de su variabilidad genética.

Encontramos que el cultivar Siglin también tiene una relacion
genética cercana con el acervo de A. angustifolia y mas
especificamente con la poblacion de Ameca (AM), pero con individuos
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conservacion del germoplasma silvestre y cultivado de Agave. La
disminucion o pérdida de poblaciones silvestres de A. angustifolia ha
sido reportada por la expansion del agave azul (Martinez-Rivera et al.,
2007) y por sobre-explotacién para la produccion de mezcal en el sur de
Jalisco (Zizumbo-Villarreal y Colunga-GarciaMarin, 2007) y en Sonora
(Burwell, 1995). La fragmentacién de habitats y deforestaciéon del Valle
de Tequila, debido al establecimiento de la industria Tequilera
(Valenzuela-Zapata y Nabham, 2003) asi como a la demanda de poblac
iones silvestres cuando escasea la materia prima para Tequila, ha
afectado la existencia y distribucion de A. angustifolia en esta region.
Las poblaciones son escasas Yy relictuales, localizandose mayormente
en las barrancas del Rio Santiago, en sitios inaccesibles para la
agricultura y la ganaderia 6 en relictos de bosque transicional de encino
con el tropical caducifolio como es el caso de Ameca. Estas condiciones
subrayan la urgencia de tomar medidas para establecer un area de
conservacion in situ para proteger el acervo silvestre relacionado con el
agave azul, como son las poblaciones de A. angustifolia Haw. de
Ameca y Tuxcacuesco. El impacto humano, el establecimiento de
agricultura y la ganaderia y la fragmentacion del habitat pueden
conducir a la pérdida de la diversidad. La conservacion in situ de la
diversidad de este germoplasma constituye el primer paso para llegar a
ampliar la base genética del cultivo. De manera paralela es necesario
establecer un banco de semillas para conservar la variaciéon genética de
estos acervos.

El mejoramiento genético del agave azul, como la sustentabilidad
del cultivo a mediano y largo plazo, requiere de la conservacién y el
conocimiento profundo de los acervos genéticos silvestres y los
generados a través del proceso de domesticacion en los Gltimos 10,000
anos. En relacion a estos Ultimos, los registros histéricos del cultivo
indican una reduccidn drastica de los acervos. Hoy dia en el Valle de
Tequila se reporta el predominio del agave azul y escasos individuos de
los cultivares Chato, Bermejo y Listado Azul, mientras que, el Siguin se
encuentra en mayor proporcion (Colunga-GarciaMarin y Zizumbo-
Villarreal, 2007).

Para el caso del cultivar Sigliin es conveniente acrecentar su
base genética, para lo cual las poblaciones silvestres de Ameca y
Hostotipaquillo, que resultaron cercanamente relacionadas, podrian ser
atiles. En cuanto al cultivar Bermejo, su agrupamiento con el agave azul
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de los corredores biologicos de las cuencas de los rios Ayuquila-
Armeria, Grande de Santiago-Ameca y Coahuayana-Naranjo y la
polinizacién por murciélagos.

6. Las poblaciones manejadas y cultivadas presentaron mayor
diferenciacion que las silvestres, la cual se incrementé con la
intensificacion del manejo, en direccion silvestre > tolerada-fomentada
(Fsr =0.33) > cultivadas (Fsr= 0.36).

7. Los cultivares reconocidos por los agricultores son entidades
morfologicas  diferenciadas. Esta  diferenciacion  morfologica
corresponde con la diferenciacion genética encontrada, lo que aporta
evidencia de que el manejo tradicional genera y mantiene la
diferenciacion entre cultivares y con respecto al acervo silvestre.

8. Las poblaciones silvestres de A. angustifolia y A. rhodacantha son los
principales acervos genéticos de seleccion de germoplasma para cultivo
en el area de estudio. Los resultados permiten sugerir la existencia de
acervos no identificados taxondmicamente, a partir de los cuales
también se han seleccionado poblaciones para cultivo.

9. Algunos cultivares tradicionales del sur de Jalisco tienen una cercana
relacion genética con las poblaciones de A. angustifolia de esta region,
confirmando que han sido seleccionados de esta especie. En cambio,
las poblaciones toleradas y cultivadas, morfolégicamente relacionadas
con A. rhodacantha, no parecen tener una gran cercania genética entre
ellas. Esto puec indicar que pertenecen a linajes muy diferenciados de
esta especie o0 que pertenecen al acervo de una especie independiente,
aunque no se puede descartar que algunos sean productos hibridos
entre A. angustifolia y A. rhodacantha.

10. La similitud morfolégica y genética de A. tequilana var. azul y una
poblacién de A. angustifolia del Valle de Tequila, indican que el agave
azul pudo haber sido seleccionado para su cultivo y domesticado de
poblaciones creciendo en la transicién el bosque tropical caducifolio con
el encinar, confirmando la hipotesis planteada por Gentry en 1982.

11. El cultivar Siglin tiene una relacién genética cercana con el acervo
de A. angustifolia de la regién centro y sur de Jalisco. Por otra parte, en
el presente estudio no se pudo definir si el cultivar Bermejo ha sido
derivado del acervo de A. angustifolia, si pertenece a un acervo
independiente o si se ha diferenciado del resto de las poblaciones por
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Perspectivas

Con este trabajo se generaron resultados que evidencian cudles han
sido los factores fundamentales para la generacion, mantenimiento y
pérdida de la diversidad del germoplasma silvestre y cultivado de Agave
utilizado para elaborar bebidas destiladas en el centro-occidente de
México. Los datos obtenidos con marcadores moleculares resultaron
utiles para sugerir estrategias de conservacion. Paralelamente, a partir
del marco tedrico y metodologico que se establecid, se pueden
desarrollar a futuro otros trabajos de investigacion. De lo anterior se
derivan las siguientes ideas:

1. El reservorio genético mantenido en las parcelas de Zapotitlan y
Canoas, que han sido establecidas como areas de conservacion in situ
—como resultado del proyecto de investigacion, del cual forma parte
esta tesis—, podria ser utilizado en programas para la diversificacion
productiva de las bebidas destiladas tradicionales y comerciales de una
manera sustentable, dirigida a mercados gourmet que permitan el uso
de la diversidad como base para su conservacion. Para ello se requiere
generar vinculos con organismos especializados en la promocién de las
bebidas tradicionales destiladas (como la recién formada Logia del
Mezcal), en estrategias de mercado y en trabajo comunitario, para
lograr la consolidacién del mercado de los mezcales tradicionales vy el
desarrolio sustentable que permita la conservacion de la diversidad del
germoplasma de agaves mezcaleros, de la tradicion y conlleve al
establecimiento de marcas colectivas.

2. Las estrategias del manejo campesino de la diversidad del
germoplasma, los usos, el destino del producto y otros factores que
determinan la alta diversidad encontrada en el sur de Jalisco podrian
sentar las bases para desarrollar estrategias de conservacion de la
diversidad que aun existe en la regién centro de Jalisco. En el Valle de
Tequila podria desarrollarse un proyecto de conservacion in situ en
colaboracion con las autoridades municipales y los campesinos
tradicionales interesados en conservar sus recursos genéticos, con dos
lineas de accidn: a) busqueda e introduccion de los agaves mezcaleros
de la regién dentro del sistema productivo maiz-frijol-calabaza-agaves
como en el sur de Jalisco, sistema que favorece la conservacion del
germoplasma y el ingreso econémico a los campesinos; b) el
establecimiento de una coleccion de germoplasma ex situ in vivo de los
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