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EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO DE
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LA DOCTORA NORMA ALMARAZ ABARCA, Y LA MAESTRA EN CIENCIAS
IRMA LORENA LOPEZ ENRIQUEZ. FUE DERIVADO DEL PROYECTO
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RESUMEN

Se realizo la caracterizacion de la composicion de fenoles de tejido foliar de 23
individuos de Agave durangensis de la Sierra de Registro; de 23 individuos,
asumidos con base morfoldgica como Agave durangensis, de una poblacion de
El Mezquital; y con fines comparativos, un nimero igual de individuos de Agave
aspérrima del municipio de Cuencamé, localidades todas del Estado de Durango.
La determinacion de la composicion fendlica se realizé mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta presion con detector de arreglo de diodos
(HPLC/DAD), usando un método en gradiente. Una matriz binaria de
presencia/ausencia se elabordé con los compuestos fendlicos resueltos en los
cromatogramas respectivos, la cual fue sometida a un analisis de componentes
principales (CP) para determinar la variabilidad intraespecifica e interespecifica y
el valor de los perfiles fenolicos para delimitar y discriminar entre especies.
Registros de caracteres morfolégicos de cada uno de los individuos de Sierra de
Registro y de EI Mezquital también fueron realizados. Los resultados mostraron el
dominio de un solo tipo de flavonoide, los flavonoles, en todos los 69 individuos
estudiados, particularmente de canferol, el cual fue encontrado como 22
diferentes derivados glicosidos. Variabilidad intraespecifica en los perfiles
fendlicos foliares fue detectada en los tres grupos evaluados, la mayor encontrada
en Agave durangensis de Sierra de Registro. A pesar de la variabilidad
encontrada, perfiles “Tipo” para cada grupo pudieron ser detectados, los cuales se
encontraron con una tendencia especie-especifica, de acuerdo a los resultados
del andlisis de CP, el cual discrimind claramente entre los tres grupos. Esa clara
discriminacion sugiere que los perfiles fendlicos foliares pueden ser caracteres
valiosos a nivel especifico para la delimitacion de los taxa estudiados. La
separacion evidente entre Agave durangensis de la Sierra de Registro y los
individuos asumidos como pertenecientes a esa especie de la poblacién de
Mezquital, la diferencia en los perfiles fendlicos foliares de un grupo y del otro, asi
como la variacibn morfolégica encontrada sugieren que cada uno de esos dos
grupos puede representar entidades taxonomicas distintas. Tres subgrupos o
quimiotipos fueron detectados por el andlisis de CP, dentro de la poblacién de
Sierra de Registro, resultado de la alta variabilidad quimica dentro de esa
poblacion.
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ABSTRACT

The foliar phenol composition of 23 individuals of Agave durangensis from Sierra
de Registro, and 23 individuals assumed as Agave durangensis, from Mezquital
were determined. With comparative aims 23 individuals of Agave asperrima from
Cuencamé were analyzed in the same manner. The three all localities belong to
State of Durango. The phenol compositions were determined by HPLC/DAD, by a
gradient method. The binary matrices of presence/absence elaborated with the
HPLC results were analyzed by a CP analysis to determine the intraspecific and
interspecific variability and the significance of the phenol profiles to delimit and
discriminate among species. Evaluations of morphological features of every
individuals of Sierra de Registro and Mezquital were realized as well. The results
showed that the flavonol kaempferol was the dominant phenol in all the analyzed
individuals, it was found in 22 different glycoside derivatives. Intraspecific
variability in the phenol profiles was detected in every group of studied plants, the
highest found in the population of Agave durangensis from Sierra de Registro. In
spite of that variability, profiles “Type” for each group could be detected, which
were found in a species-specific tendency, according to the CP analysis, which
clearly discriminated among the three groups. That clear discrimination suggests
that foliar phenol profiles can be worthy markers at specific level to delimitate the
taxa of this study. The evident separation between Agave durangensis from Sierra
de Registro and the individuals assumed as that species but from Mezquital, the
variations in the phenolic profiles between both groups, and the morphological
variation found suggest that each group can represent different taxonomic entities.
Three subgroups or chemotypes were detected, by the CP analysis, in the
population of Sierra de Registro, as a result of the high chemical variation inside
this population.

Vi
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I. INTRODUCCION

En el mundo existen aproximadamente 200 especies de agaves, distribuidas
desde el sur de Estados Unidos hasta Venezuela. De esas especies, el 75% (150)
se encuentra en territorio mexicano (Garcia-Mendoza 1997). El nUmero de
espacies reportado para Durango ha variado de 22 especies (Galvan y Gonzalez
1991) a 27 (Gonzélez-Elizondo et al. 2009)

En Durango Agave durangensis es una especie que sustenta una actividad
econdémica importante de produccion de mezcal, misma que se realiza con
plantas colectadas de sus poblaciones naturales (Valenzuela-Ruiz et al. 2003).
Esta practica trae el riesgo de provocar la degradacion de su habitat, debido a la

sobreexplotacidn, situacién que podria causar una potencial extincién del recurso.

Valenzuela-Zapata (2007) menciona que en algunas &reas de Jalisco la
elaboracion de mezcal es artesanal y a partir de mas de una sola especie. En
Durango la elaboracion de mezcal sigue procedimientos basicamente
tradicionales (Valenzuela-Ruiz et al. 2003), lo anterior sugiere que en este ultimo
Estado, como en Jalisco mas de una especie de Agave es utilizada para producir

esa bebida alcohdlica.

Agave durangensis presenta una alta variabilidad morfolégica (Gentry, 1982), por
lo que su delimitacion como especie es una tarea dificil. Debido a esa alta
variabilidad algunos autores (Valenzuela-Ruiz. et al. 2003) se han referido a este
recurso como un complejo mas que una sola especie. Lo anterior da pauta para
buscar otros caracteres que aunados a los morfolégicos, ayuden a la delimitacion

especifica de ese recurso.

Los perfiles fendlicos son caracteres quimicos que han sido utilizados en otros
grupos de plantas para delimitar taxa a diferentes niveles y para ubicarlos en un
sistema de clasificacion. La deteccién de variabilidad genética de poblaciones

también ha sido estimada por medio de esos caracteres quimicos.
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En la revision bibliografica que se llevé a cabo para la realizacion de este estudio
no se encontraron reportes sobre la composicion fendlica de Agave durangensis y
sus implicaciones taxonOmicas. Por tal motivo, y dada la importancia que este
recurso tiene para Durango y al mismo tiempo el riesgo al que esta siendo
sometido por la sobreexplotacion de que estd siendo objeto, ademas de la
problematica taxondmica de su delimitacion especifica, se considera que los

resultados de este trabajo pueden ser relevantes.

En este trabajo se determind la variabilidad intra e interespecifica de los perfiles
fendlicos foliares obtenidos por HPLC/DAD, de individuos presuntamente
identificados como Agave durangensis de dos poblaciones naturales para
determinar el valor de esos caracteres quimicos como marcadores especificos.
Con fines comparativos tejido foliar de Agave asperrima fue analizado de la

misma manera.
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II. ANTECEDENTES
2.1 La familia Agavaceae

La familia Agavaceae es nativa del Continente Americano, se encuentra
distribuida principalmente en los ambientes aridos y semiaridos (Rocha et al.
2006). Sus limites se extienden desde el suroeste de Estados Unidos y las islas
del Caribe, hasta el norte de Sudamérica (Avila et al. 2006, Garcia y Galvan,
1995). México es considerado el centro de origen de esta familia debido a que en
su territorio se encuentra la mayor riqueza y diversidad de géneros de la misma
(Garcia-Mendoza, 1995). Dentro de esta familia se reconocen nueve géneros y
entre 293 (Good-Avila et al. 2006) y 300 especies (Rocha et al. 2006). Para
México, Garcia-Mendoza y Galvan (1995) reportan 217 especies.

Las caracteristicas distintivas de los elementos de la familia Agavaceae son el
arreglo de roseta de las estructuras foliares; un numero cromosomico basico de
30, cinco cromosomas grandes y 25 pequefios (Rocha et al. 2006); semillas con
fitomelano, que les da la pigmentacion negra; flores grandes bisexuales; y frutos

triloculares (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995).
2.2 El género Agave

Las caracteristicas que distinguen al género Agave son el arreglo radial de las
hojas, la presencia de dientes a lo largo de las hojas, una espina terminal en las
mismas, cuticula cerosa, inflorescencias grandes que pueden ser racimosas 0
paniculadas, frutos dehiscentes en forma de capsulas, numerosas semillas negras
(Gentry 1982).

El género Agave es el mas grande de la familia Agavaceae, incluye alrededor de
166 especies, de las cuales 125 se encuentran en México, por lo que ese pais es
el de mayor riqueza y diversidad de especies de Agave (Good-Avila et al. 2006;
Rocha et al. 2006). Garcia-Mendoza (2007) considera un total de especies para
México de 150 y 36 taxa de categorias infraespecifica, representando ésto el 75%
de las especies conocidas en el mundo, de las cuales para Durango, Galvan y
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Gonzalez (1991) reconocen 22, mientras que Gonzalez-Elizondo et al. (2009)

reconocen 27, entre ellas Agave durangensis.

2.3 Aspectos botanicos de Agave durangensis

Agave durangensis es una de las especies mas importantes en el Estado de
Durango debido a su importancia econémica como materia prima de una industria
regional de elaboracibn de mezcal. Esta especie pertenece a la seccion
Ditepalae, la cual se caracteriza por incluir, de acuerdo a Gentry (1982), plantas
de pequefas a grandes, con rosetas glaucas brillantes, productoras de semillas
(existen especies de Agave que no se reproducen por semillas y su reproduccion
es basicamente vegetativa Garcia-Mendoza 2007), con hojas firmes a rigidas, con
paniculas generalmente abiertas; yemas florales generalmente rojizas, flores
maduras amarillas; tépalos dimoérficos, los externos mas grandes y sobreponiendo

los internos, generalmente rojos en la punta.

La descripcion morfolégica de Agave durangensis que se presenta a continuacion
estda basada en el trabajo de Gentry (1982). El tallo de esta especie es corto,
cenizo. Presenta hojas lanceoladas, derechas o curvas, planas o coéncavas
especialmente hacia el apice, gruesas y convexas en la base; asperas, espinosas,
con margenes crenados o con espinas de uno a dos cm de largo, aplanadas,
ampliamente separadas (Fig. 1); las hojas varian de 40 a 90 cm de largo por 14 a
22 cm de ancho, acomodadas en roseta, ésta uUltima de 80-120 cm de alto por
120-180 cm de ancho (Fig. 2 y 3), las hojas presentan una punta de 4 a 6 cm de
largo, acanalada en su alrededor, con coloraciones de gris a café (Fig. 4), El tallo
floral varia de 7 a 8 m de altura, con 18 a 30 ramificaciones hacia la parte
superior, bracteas pedunculares de 15 a 25 cm de longitud. Flores en pequefios
grupos; de 60 a 80 mm de longitud; casi erectas; de color amarillo; con ovario
infero de 30-45 mm (Fig. 5). Las semillas son pequefas, con forma alunada u

ovada; bordes pequefios que estan levantados semejando alas.

Agave durangensis es morfologicamente muy variable (Gentry 1982). Variaciones
en tamafo, longitud y color de las hojas, y tamafio y forma de los dientes son

facilmente apreciables en campo. Esa alta variabilidad crea dificultad para
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establecer su delimitacién especifica, lo que justifica la busqueda de caracteres
diferentes a los morfolégicos pero que complementen a estos, como los perfiles

fendlicos, para abordar la problematica taxonémica de este grupo de plantas.

Fi' y 3.- Agav urgesis Sierra del Registr (Foos: Norma Almaraz A. 2008).

Agave durangensis se distribuye de manera natural al sur del Estado de Durango
y norte de Zacatecas. Dentro del Estado de Durango se encuentra en los
municipios de Durango, Nombre de Dios y Mezquital (Gentry 1982; Gonzélez-
Elizondo et al. 2009).
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Figura 4.- Agave durangensis Mezquital (Foto: Vicente Hernandez V. 2009).

Figura 5.- Agave durangensis Mezquital (Foto: Vicente Hernandez V. 2009).
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2.4 Aspectos etnobotanicos del género Agave

El uso del agave se remonta a los ultimos 9000 afios en Mesoamérica (Gentry
1982), evidencias de esto lo da Callen (1965, citado por Gentry, 1982) luego de
examinar los fosiles de excretas humanas procedentes de estudios realizados en
México en las décadas de 1950 y 1960; ese autor menciona algunas especies de
plantas que fueron parte de la dieta humana hace alrededor de 5000 afios antes
de Cristo: Setaria, Ceiba, Cactus, Cucurbita, Phaseolus, Capsicum, Amaranthus,
Diospyros, Zea y Agave, este ultimo fue encontrado en un 25-60 % de las

excretas fosilizadas.

Los usos que del género Agave hicieron las culturas americanas fueron muy
variados, algunos de ellos prevalecen en la actualidad. Ademas de alimento, se
uso la fibra que de él se extraia para la elaboracion de herramientas, cuerdas,
canastas, bolsas esteras, ropa (Almaraz 1984), sandalias, sombreros, brochas
entre otros (Palma 2000). También tuvo un uso medicinal por su accion
cicatrizante y diurética (Pardo 2007). El principal uso que ha prevalecido es la
elaboracion de bebidas alcohdlicas destiladas, llamadas mezcal. Cuando los
espafioles arribaron a territorio mexicano, encontraron que algunos indigenas
tomaban una bebida embriagante denominada “poliuhqui”, que en la actualidad

se conoce como pulque (Varela, 2006).

En Durango se ha registrado el uso empirico (comestible, medicinal, artesanal,
ornamental) de diversas especies de Agave, entre ellas A. durangensis, por los
Tepehuanes del Sury por la poblacion campesina en general (Gonzalez y Galvan,
1992, Gonzalez-Elizondo et al. 2009).

La elaboracion de mezcal en México es una actividad realizada principalmente
en los estados de Oaxaca, Durango, Zacatecas, Guerrero, San Luis Potosi,
Tamaulipas y Guanajuato, con plantas de Agave de tierras de agricultura de
temporal. De acuerdo a llisley (2007) méas de una decena de especies de Agave,
distribuidos en casi una tercera parte del territorio nacional, sobre todo durante la

época de estiaje, cultivados y recolectados, se convierten en mezcal.
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Agave durangensis es una de las especies mas importantes en el Estado de
Durango debido a su importancia econdémica como materia prima de una industria

regional de elaboracion de mezcal.
2.5 Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gama muy amplia de compuestos que por no
habérseles encontrado una participacion directa en los procesos fundamentales
de fotosintesis, respiracion, desarrollo y crecimiento se les llamé metabolitos
secundarios (Kutchan, 2001). Aunque en la actualidad su apreciacion ha
cambiado y se les reconocen participaciones muy diversas en los procesos
fisiologicos (Taiz y Zeiger, 2006) y en las relaciones ecologicas de las plantas
para asegurar la sobrevivencia como especie (Almaraz et al.,, 1998; Hadacek,

2002), a esos compuestos se les sigue llamando secundarios.

Los metabolitos secundarios se dividen en tres grupos de acuerdo a sus rutas
biosintéticas (Figuras 6 y 7): terpenos, compuestos nitrogenados y compuestos
fendlicos (Taiz y Zeiger, 2006). Los compuestos fendlicos, fenoles, o polifenoles
son un grupo de metabolitos de tamafio molecular muy variable, algunos son
pequefios, como los acidos caféico y ferulico, con polaridades diferentes, y otros

son grandes polimeros no polares como las ligninas y los taninos.

Harborne (1989) divide a los fenoles en 11 grupos de acuerdo al numero de
carbonos que se encuentran en su estructura molecular: fenoles simples y
benzoquinonas, de 6 atomos de carbono (Cg); acidos fendlicos, de 7 (Ce-C);
acetofenonas y &acidos fenilacéticos, de 8 (Cs-C,); acidos hidroxicinamicos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas, y cromonas, de 9 (Cg-Cs3); naftoquinonas,
de 10 (Cs-Cy); xantonas, de 13 (Ce-C;-Ce); estilbenos y antraquinonas, de 14 (Cs-
C,-Cy); flavonoides, de 15 (Cs-C3-Cg); lignanos y neolignanos, de 18 ((Cs-Cs)2);
biflavonoides, de 30 ((Cs-C3-Cs)2); Y polimeros de alto peso molecular como las
ligninas y los taninos, de n &tomos de carbono [(Cs-C3)n Yy (Ce-C3-Cé)n,

respectivamente].

Los compuestos fendlicos, principalmente los flavonoides, tienen una gama muy

amplia de funciones dentro de las plantas. Pueden participar en el establecimiento
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de las relaciones de competencia con otras plantas, actuando como agentes
alelopaticos (Nilsen et al.,, 1999; Ervin y Wetzel, 2000), contra invasiones de
hongos, bacterias y virus (Harborne, 1993; Ryals et al. 1994); en relaciones de
mutualismo en la atraccion de polinizadores y dispersores de semillas (Mol et al.
1998; Ramos et al. 1998; Pichersky y Gang, 2000); en funciones defensivas
contra el ataque de herbivoros (Elliger et al. 1980; Williams y Harborne, 1989;
Dewick, 1994; Foo et al. 1997); como proteccién contra la radiacion ultravioleta y
la desecacion (Burger y Edwards, 1996); como reserva de material nitrogenado
(Poulton, 1990); asi como en la fijacion del N, atmosférico, a través de la
formacion de nodulos en la relacién simbidtica de las raices de las leguminosas
con bacterias del género Rhizobium (Peters y Long, 1988; Bohm, 1994; Stafford,
1997; Novak et al. 2002; Peck et al. 2006).

2.5.1 Los flavonoides

Dentro de los fenoles, los flavonoides (Cs-C3-Cg) son los que se encuentran mas
ampliamente distribuidos dentro del reino vegetal y son los mas abundantes, los
mas diversos (Markham, 1982), y los preferidos para estudios quimiotaxonémicos
(Harborne y Turner, 1984; Campos et al. 1997; Almaraz-Abarca et al. 2006,
Almaraz-Abarca et al. 2008).
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Figura 6.- Los compuestos fendlicos se biosintetizan en las plantas por rutas biosintéticas
diferentes. La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina, un producto de la
ruta del acido shiquimico. (Tomado de Taiz y Zeiger, 2006).
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Figura 7.- Ruta de la biosintesis de fenoles a partir de la fenilalanina. La formacién de la mayoria
de los fenoles, incluidos los fenilpropanoides simples, cumarinas, derivados del acido benzoico,
ligninas, antiocinaninas, isiflavoniodes, taninos condensados y otros flavonoides, se inicia con el
amino@cido fenilalanina (Tomado de Taiz y Zeiger, 2006).
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Dentro de las células vegetales los flavonoides se pueden encontrar como
glicésidos o como agliconas. En su forma de agliconas, los flavonoides poseen un
anillo de benceno (llamado anillo A) unido a un anillo heterociclico de seis
miembros (anillo C), el cual estad a su vez unido a un anillo fenil (o anillo B) como

sustituyente en la posicion 2 (Figura 8).

5
20 T o
a2 1 ' | B
7 =5
o 2 g
& c

Figura 8.- Estructura basica de los flavonoides.

Los diferentes grados de oxidacion en el anillo C son la base de la clasificacion de
los flavonoides y fuente primaria de la gran diversidad quimica de estos
compuestos. Un segundo nivel de diversidad esta dado por los diferentes
patrones de sustituciones que pueden encontrarse, como hidroxilacion,
glicosilacion, metilacion, metoxilacion, y acilacion en los anillos A y B. Esos
patrones dan la estructura particular de cada compuesto dentro de cada grupo de

flavonoides.

Los flavonoides méas abundantes en las plantas son las flavonas y los flavonoles,
ambos se caracterizan por presentar un doble enlace entre el C2 y el C3 del anillo
heterociclico C. Los flavonoles se diferencian de las flavonas porque poseen un

grupo hidroxilo en la posicion 3, el cual esta ausente en las flavonas (Figura 9).

Figura 9.- Estructura basica de las flavonas (izquierda) y los flavonoles (derecha).
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Otros tipos de flavonoides son a) los flavanoides o dihidroflavonoides (Figura 10),
gue no poseen un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, se incluyen en este
grupo las flavanonas (dihidroflavonas), los dihidroflavonoles (flavanonoles o 3-
hidroxiflavanonas), las dihidrochalconas, los flavanos, y los flavanoles; b) las
antocianinas (Figura 11), estas son sustancias coloridas que carecen de un grupo
carbonilo en la posicion 4, presentan un grupo hidroxilo en la posicién 3 y dos
dobles enlaces en el anillo heterociclico y; c) los isoflavonoides (Figural2), que se
caracterizan por presentar una desviacion del anillo fenil (B) de la posicion 2 a la
3.

Figura 10.- Estructuras basicas de a: flavanonas, b: dihidroflavonoles, c: dihidrochalconas, d:
flavanos y e: flavanoles.

13



Margarita Araceli Ortega Chavez ClIDIR-IPN-DURANGO M. C. en Gestion Ambiental

Figura 11.- Estructura basica de las antocianinas.

Figura 12.- Estructura béasica de los isoflavonoides.

2.5.2 Los fenoles como marcadores taxonémicos

Uno de los fines de la taxonomia es encontrar las relaciones entre los diferentes
grupos de organismos, para ello se consideran diversos caracteres ademas de los

morfoldgicos, entre las cuales se encuentran los caracteres quimicos.

La determinacion de la variacion y la distribucion de los perfiles de los diversos
metabolitos secundarios entre distintos taxa puede emplearse no solo para
conocer la riqueza de compuestos del metabolismo secundario, sino también para
encontrar las tendencias en la distribucion de esos caracteres en los diferentes
grupos de plantas, lo que puede -contribuir a solucionar probleméticas
taxonomicas, aportando elementos que puedan ser utilizados en la delimitacion

de taxa y a establecer relaciones evolutivas entre grupos (Montiel 2000).

Los caracteres quimicos de una planta, al igual que los morfolégicos, estan
determinados por la carga genética, sin embargo los primeros presentan como
ventaja el estar determinados por un nidmero menor de genes y en ocasiones,

como el caso de algunos flavonoides por un solo gen (Forkmann 1994), a

14
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diferencia de los morfolégicos que son el resultado de un numero variable de

genes (Harborne y Turner 1984).

Dentro de los metabolitos secundarios los fenoles, y principalmente los
flavonoides son los mas frecuentemente utilizados en estudios taxondmicos
(Harborne y Turner 1984) debido a su amplia distribucion dentro del reino vegetal,
a su gran variabilidad estructural, a su sintesis y acumulacién poco afectadas por
condiciones ambientales, a su relativa facilidad de obtencién y andlisis, y a que en
muchas especies sus perfiles tienen una tendencia especie-especifica (Markham
1982; Campos 1997; Almaraz-Abarca et al. 2007).

2.6 Estudios quimiotaxondmicos del género Agave

Existe un numero elevado de reportes que hacen referencia a la importancia de
los perfiles fendlicos en estudios de discriminacion entre taxa relacionados (Bate-
Smith et al. 1975; Del Pero et al. 1997; Almaraz-Abarca et al. 2006). Una
tendencia especie-especifica de los perfiles fenélicos de tejidos reproductivos
como el polen (Almaraz-Abarca et al. 2008; Campos et al., 1997; Almaraz-Abarca
et al. 2004) y de tejidos sométicos ha sido reportada para muchas especies de
plantas (Fukai et al. 1996; Grayer et al. 1996). Sin embargo no obstante su
importancia econdmica y ecoldgica, los esfuerzos enfocados a determinar el valor
taxondmico de los perfiles fenélicos en Agave son muy pocos a pesar de la
relevancia taxondmica de éstos; y a pesar de la problemética taxondmica sobre la

delimitacion de las diferentes especies de éste género.

Las especies del género Agave son ricas en saponinas y de hecho la mayoria de
los estudios fitoquimicos en este género han estado enfocados principalmente a
determinar la composicion de esos metabolitos secundarios (Morales 1972;
Wilkomirski et al. 1975; Blunden et al. 1978; Uniyal et al. 1991) sobre cualquier
otro. Una de las pocas especies de Agave analizadas por su composicion fendlica
es Agave americana. En esa especie se han encontrado en tejidos somaticos
flavonoides complejos, como 5,7-dihidroxi-6,5-dimetoxi-3’,4’-
metilenedioxiflavanona (Parmar et al. 1992), y canferol-3-glucésido y canferol-3-

rutnésido en flores (Subramanian y Nair 1970). Otro tipo de flavonoides
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complejos, como los flavanoides 7-hidroxi-3-(4-meytoxibenzil)-cromano, 7-hidroxi-
3-(4-metoxibenzil)-cromano-4-ona, y 5,7-dihidroxi-3-(4-metoxibenzil)-cromano-4-
ona, fueron encontrados en Agave americana y Agave barbedensis por Tinto et al.
(2005). Jay (1994) menciona la presencia de glicosilflavonoides en otras especies
de agavaceas: dos especies del género Dasylirion, Nolina recurvata, y Yucca

aloifolia.
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[1l. JUSTIFICACION

Agave durangensis es un recurso natural estratégico para el Estado de Durango
porque sustenta una industria regional de produccion de mezcal, la cual tiene un
importante potencial de desarrollo. Sin embargo, hasta el momento, la elaboracion
de esa bebida alcohdlica se realiza principalmente a partir de plantas de agave
recolectadas de sus poblaciones naturales sin control de la especie que se
recolecta para ese fin. Agave durangensis es un grupo morfoldgicamente muy
variable cuya delimitacién taxondmica no esta bien establecida, y la identificacion
clara de cualquier especie de planta que sea la materia prima para alguna
industria es un requisito fundamental para el establecimiento de programas de

manejo y para cumplir con estandares de calidad.

Agave durangensis es una especie haldbgama y monocarpica, cuya reproducciéon
es basicamente por semillas. Sin embargo, para la preparacion de las plantas
para la elaboracion de mezcal, el escapo floral es eliminado de manera temprana,
evitando asi el desarrollo de la inflorescencia. Esta practica esta limitando tanto la
capacidad reproductiva de la especie, como haciendo dificil el disponer de las
estructuras mas importantes para la identificacion taxondémica: la inflorescencia y
las flores. Caracteres diferentes a los morfologicos, como los perfiles fendlicos, se
consideran marcadores valiosos a nivel especifico y han sido empleados en una
gama muy amplia de grupos de plantas para delimitar especies y para ubicar taxa

en un sistema de clasificacion.

Por lo anterior, se considerd importante estudiar la composicién fendlica de Agave
durangensis de dos poblaciones naturales, estimar la variabilidad intra e
interpoblacional de esa composicion y determinar el valor de esos caracteres

quimicos para estudios taxondmicos de delimitacion especifica para este taxon.
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IV. OBJETIVO

Determinar la variabilidad intrapoblacional, interpoblacional e interespecifica de
los perfiles fendlicos foliares de dos poblaciones naturales de Agave durangensis
(Sierra de Registro, Durango y ElI Mezquital) y una de Agave asperrima
(Cuencamé) para considerar su potencial como marcadores taxondémicos

especificos para este grupo de plantas.
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MATERIALES Y METODOS

5.1 Descripcion del area de estudio

El area de estudio se dividio en sitios de aproximadamente 1.5 hectareas cada
uno ubicados en los siguientes puntos (Figura 13); El de la Sierra de Registro,
municipio de Durango, estuvo limitado por el siguiente par de coordenadas 23°
59’ 26.2" N, 104° 22’ 31" Oy 23° 59’ 33.7" N, 104° 22’ 36.3" O. La altitud méaxima
fue de 1928 m.s.n.m. El suelo fue arenoso. La vegetacion asociada estuvo

compuesta principalmente por Prosopis sp., Acacia sp., y Dasylirion sp.

El sitio de muestreo de El Mezquital se ubicé entre el par de coordenadas 23° 29’
4" N, 104° 26’ 31.3" Oy 23° 29’ 3.6" N, 104° 26’ 29.4” O. La textura del suelo se
determindé como gravoso, con una altitud maxima de 1855 m.s.n.m. La vegetacién
asociada al sitio de muestreo fue Dasylirium sp., Lippia sp., Selaginella sp.,

Acacia sp., Bursera sp.

El area de muestreo en la localidad de Cuencamé se ubicd entre el par de
coordenadas: 25° 1' 0.5” N, 103° 45’ 51.5 “ Oy 25° 0.1’ 59.7" N, 103° 45’ 52.5” O.
La textura del suelo se determinG como gravoso. La altitud maxima fue 1442
m.s.n.m. La vegetacion asociada al sitio de muestreo fue Opuntia sp., Fouqueiria

sp., Euphorbia antisyphilitica, Larrea tridentata.
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Figura 13.- Sitios de colecta: Sierra de Registro, Durango (1), El Mezquital (2) y Cuencamé (3).

5. 2 Colecta del material vegetal

El tejido foliar de Agave durangensis y de Agave asperrima se colectd durante
junio de 2007, en la Sierra de Registro, en el municipio de Durango, (nombrados
con numeros entre 200 a 233, serie 200); en el Km 7.5 de la Carretera Mezquital—
Temoaya, en el municipio de El Mezquital (hnombrados con nimeros entre 500 a
522, serie 500); y en el Km 5 de la Carretera Cuancamé-Pedricefia del municipio
de Cuencamé (nombrados con numeros entre 301 a 326, serie 300). De cada
individuo se registraron datos morfologicos y se tomaron fotografias. Las

muestras “voucher” de cada individuo muestreado se depositaron en el Herbario
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CIIDIR. En cada localidad se colectaron 23 individuos. El muestreo se realizé de
manera sistematica en individuos adultos. De cada individuo colectado se
registraron datos morfolégicos como altura de la planta, longitud de la hoja,

anchura de la hoja en la parte media, y longitud de la espina terminal.

5.3 Preparacion de extractos

Las muestras se secaron de manera individual en una secadora botanica. El
material una vez seco, se pulverizé y se almacend en obscuridad a temperatura

ambiente hasta su uso en la preparacion de los extractos.

Los extractos fendlicos crudos se prepararon de manera individual, de acuerdo al
método descrito por Almaraz et al. (2007). Dos a cinco gramos de tejido
pulverizado se maceraron en 20 ml de una solucién acuosa de metanol al 60%
(v/v), durante 24 horas a temperatura ambiente, en oscuridad y en agitacion. Las
suspensiones se centrifugaron a 8000 rpm, durante 10 minutos. Se recuperaron
los sobrenadantes, que contienen los compuestos fendlicos. Las pastillas se
volvieron a extractar en las mismas condiciones, pero con un tiempo de
maceracion de tres horas, se centrifugaron y los sobrenadantes respectivos se

combinaron para formar los extractos crudos.

Cada extracto crudo se concentrd a sequedad y se almacend en obscuridad hasta

su uso en el analisis de HPLC/DAD.

Para cada muestra se cuantifico la cantidad de extracto crudo obtenido, por medio
de la diferencia de peso de cada uno de los recipientes antes y después de

escontener los extractos concentrados a sequedad.

5. 4 Obtencion de los perfiles fendlicos foliares por HPLC/DAD

Cada extracto crudo individual se resuspendi6 en 5 ml de una solucién de
metanol-agua al 60% (v/v), se centrifugd (10 min, a 4000 rpm) y se filtré para la
determinacion de su composicion fendlica, de acuerdo al método descrito por
Campos (1997). Alicuotas (20 L) se analizaron en un equipo de HPLC/DAD

Perkin Elmer Series 200, con detector de arreglo de diodos, y una columna Perkin
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Elmer Brownlee C18 (4.6 x 250 mm, 5 um), por medio de un método en gradiente
con acetonitrilo-agua. Los cromatogramas se registraron a 260 y 340 nm. Los
datos espectrales de cada pico se obtuvieron en el intervalo de 220 a 400 nm. La
identificacion estructural de los compuestos resueltos se realiz6 por la
comparacion directa de los tiempos de retencién y los espectros de absorcién de
los compuestos con los de los estandares, y de acuerdo a los comportamientos
cromatografico y espectral y lo descrito por Mabry et al. (1970) y Campos y
Markham (2007).

5. 5 Analisis de datos

Se elabor6 una matriz binaria de presencia/ausencia formada por todas las
muestras individuales contra todos los compuestos fendlicos resueltos en los
respectivos cromatogramas de HPLC/DAD (69 individuos contra 25 compuestos).
Matrices similares fueron también construidas para comparar la serie 200 y 300, y
la serie 500 y 300. Cada compuesto se tratd como un caracter quimico individual.
Las matrices binarias se sometieron a analisis de componentes principales (CP),

usando el programa PAST.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Composicion fenélica foliar

Los estudios sobre la composicion fendlica del género Agave son escasos,
Gnicamente pocas especies han sido analizadas (Jay, 1994). Este estudio reporta
los resultados de dos especies previamente no estudiadas por sus perfiles
fendlicos, Agave durangensis y Agave aspérrima, que pueden ser Utiles para

sugerir la variabilidad que puede ser encontrada en esos grupos de plantas.

Un total de 25 compuestos fueron detectados para todas las muestras de tejido
foliar, por medio del andlisis de HPLC/DAD. Todos fueron flavonoides,
particularmente flavonoles. De ellos 22 fueron derivados glicésidos de canferol y

tres derivados glicosidos de quercetina (Figura 14).

Donde se observa la variacién del espectro que presentan de los compuestos

fendlicos encontrados y el tiempo de retencién en que son detectados.
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Figura 14.- Espectros UV de los flavonoides detectados en el tejido foliar de Agave durangensis y
Agave asperrima en Durango, México.
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F19: Canferol-3-O-[ramnosil(1-6)glucosido], TR =34.9

F18: Glicésido de canferol, TR = 33.6

Figura 14.- (Continuacion)- Espectros UV de los flavonoides detectados en el tejido foliar de
Agave durangensis y Agave asperrima en Durango, México.
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Figura 14.- (Continuacion) Espectros UV de los flavonoides detectados en el tejido foliar de Agave
durangensis y Agave asperrima en Durango México.
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F27: Glicésido de canferol, TR = 38.8 F29: Glicésido de canferol, TR = 40.0

. F30:f Glic%sidonde c;nfergl, TR: = 40":.9

Figura 14.- (Continuacidn) Espectros UV de los flavonoides detectados en el tejido foliar de Agave
durangensis y Agave asperrima en Durango México.

Los cromatogramas obtenidos por HPLC del andlisis del tejido foliar de Agave
durangensis de la localidad de Sierra de Registro (Figura 14) revel6 la presencia
de 20 derivados glicésidos de canferol y en los individuos 203, 225 y 228 se
encontraron tres diferentes derivados glicésidos de quercetina, haciendo un total
de 23 flavonoides (Tabla 1). Los cromatogramas de los individuos de Agave
durangensis de la localidad de Mezquital (Figura 15) revelaron un nimero menor

de flavonoides, en total cinco, todos derivados glicésidos de canferol (Tabla 2).

En el tejido foliar de Agave aspérrima los cromatogramas revelaron (Figura 16)

Gnicamente tres derivados glicésidos de canferol (Tabla 3).
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Figura 15.- Cromatogramas de los perfiles fendlicos foliares de algunos individuos de Agave
durangensis de la localidad de Sierra de Registro, obtenidos por HPLC/DAD.
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Tabla 1.- Distribucién individual de los flavonoides foliares de Agave durangensis de la Sierra de Registro.

Comp RT (min)* 1d.Q. 200 201 202 203 204 206 209 210 211 213 214 216 218 219 221 224 225 228 229 230 231 232 233

F1  18.227+0.093 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F2 18.865+0.00  KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F3 19.598+0.035 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
F4 22.489+0.042 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
F5 23.326+0.089 KG 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F6 24.438+0.00 KG

o
o
o
o
o
o
o
o
o
-
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o

F7 25.142+0.00 QG

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
-
o
o
o
o
o

F8 27.067+0.00 QG 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F9 27.710+£0.060 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
F10  28.313+0.014 KG 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1
F11  27.623+0.051 7KOSG 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0
F12  29.955+0.104 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F13  29.969+0.090 EGA 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
F14  31.610+0.056 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F15  31.434+0.131 KG 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
F16  32.506+0.126 KG 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1
F17  33.238+0.095 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F18  33.609+0.051 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
F19  34.937+0.086 th 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
F20 34.720+0.00 QA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
F21  35.603+0.154 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F22  35.445+0.046 KG 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
F23  37.148+0.169 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F24  38.191+0.030 KRh 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
F25  37.198+0.096 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F26  38.577+0.236 KG 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
F27 38.874+0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F28  40.004+0.120 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F29 40.074+0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
F30 40.924+0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

F31  48528+0.057 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F32  50.385+0.161 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*. Media y desviacion estandar; KG: canferol glicosido; QG: quercetina glicoésido; K3,70G: canferol-3,7-O-diglucosido;
KAcG: canferol-3-O-[6-acetilglucosido]-7-O-glucosido; KRhG: canferol-3-O-[ramnosil(1-6) glucosido]; QA: Quercetina-3-O-
arabinosido; KRh: canferol-3-O-ramnosido. 1: Presente; 0: Ausente
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Figura 16- Cromatogramas de los perfiles fendlicos foliares de algunos individuos de Agave
durangensis de la localidad de EI Mezquital, obtenidos por HPLC/DAD.
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Tabla 2.-Distribucién individual de flavonoides foliares de A. durangensis de la localidad de El Mezquital.
Comp. TR (min)* Id.Q. 500 501 502 503 504 505 506 507 508 509 510 511 512 513 514 515 516 517 518 519 520 521 522

F1 18.227+0.093  KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F2 18.865+0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F3 19.598+0.035  KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F4 22.489+0.042  KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F5 23.32620.089 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
F6 24.438+0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F7 25.142+0.00 QG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F8 27.067+0.00 QG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F9 27.710+0.060 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F10  28.313+0.014 KG 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

F11 ~ 27.623+0.051 7'83(:.’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F12  29.955+0.104 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F13  29.969+0.090 5GA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F14  31.610+0.056 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F15  31.434+0.131 KG 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
F16  32.506+0.126 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
F17  33.238+0.095 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F18  33.609+0.051 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F19  34.937+0.086 Kaléh 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F20 34.720+0.00 QA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F21  35.603+0.154 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F22  35.445+0.046 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F23  37.148+0.169 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F24  38.191+0.030 KRh 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F25  37.198+0.096 KG 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

F26  38.577+0.236  KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F27 38.874+0.00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F28  40.004+0.120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F29 40.07420.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F30 40.924+0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F31  48.528+0.057 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F32  50.385+0.161 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*. Media y desviacion estandar; KG: canferol glicésido; QG: quercetina glicésido; K3,70G: canferol-3,7-O-diglucosido;
KAcG: canferol-3-O-[6-acetilglucosido]-7-O-glucosido; KRhG: canferol-3-O-[ramnosil(1-6) glucosido]; QA: Quercetina-3-O-

arabinosido; KRh: canferol-3-O-ramnosido. 1: Presente; 0: Ausente
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Figura 17.- Cromatogramas de los perfiles fendlicos foliares de algunos individuos de Agave
asperrima de Cuencamé, obtenidos por HPLC/DAD.
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Figura 17.- (Continuacién) Cromatogramas de los perfiles fendlicos foliares de algunos individuos
de Agave asperrima de Cuencamé, obtenidos por HPLC/DAD
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Tabla 3.- Distribucidn individual de los flavonoides foliares de Agave asperrima.

TR(min* _ 1d 30

Comp. Quim 1 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 313 314 315 317 319 320 321 322 323 324 325 326
F1 18.227+0.093 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F2 18.865£0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F3 19.598+0.035 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F4 22.489+0.042 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F5 23.326+0.089 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F6 24.438+0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F7 25.142+0.00 QG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F8 27.067£0.00 QG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F9 27.710+£0.060 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F10 28.313£0.014 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F11 27.623+0.051 7KgG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F12 29.955+0.104 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F13 29.969+0.090 (P:(é\ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fl4 31.610+0.056 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F15 31.434£0.131 KG 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
F16 32.506+0.126 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F17 33.238+£0.095 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F18 33.609+£0.051 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F19 34.937+0.086 KRhG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F20 34.720£0.00 QA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F21 35.603+£0.154 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F22 35.445+0.046 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F23 37.148+0.169 KG 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1
F24 38.191#0.030 KRh 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F25 37.198+0.096 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F26 38.577£0.236 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F27 38.874£0.00 KG 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F28 40.004£0.120 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F29 40.074£0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F30 40.924+0.00 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F31 48.528+0.057 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F32 50.385+0.161 KG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*. Media y desviacion estandar; KG: canferol glicosido; QG: quercetina glicoésido; K3,70G: canferol-3,7-O-diglucosido;
KAcG: canferol-3-O-[6-acetilglucosido]-7-O-glucosido; KRhG: canferol-3-O-[ramnosil(1-6) glucosido]; QA: Quercetina-3-O-
arabinosido; KRh: canferol-3-O-ramnosido. 1: Presente; 0: Ausente

Los individuos de la serie 200, de la localidad Tipo de Agave durangensis fueron
los que presentaron los perfiles fendlicos foliares mas complejos, con hasta 23
flavonoides. Esos patrones son contrastantes con los de los individuos de la serie
500, identificados con una base morfoldgica como Agave durangensis, pero del
municipio de Mezquital, en los que se encontraron perfiles fenolicos menos
complejos, con hasta cinco derivados glicésidos de canferol, y a diferencia de los
individuos de la localidad de Sierra de Registro, no se detectd ningun derivado
glicésido de quercetina, el cual es uno de los flavonoles mas ampliamente

distribuidos dentro del reino vegetal (Formica y Regelson, 1995). Ha sido sugerido
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gue la sintesis y acumulacion de compuestos secundarios pueden ser inducidas
por ataques de herbivoros o patégenos (Del Amo, et al, 1986), esto podria
explicar la presencia de derivados glicésidos de quercetina en pocos individuos
(tres) de Agave durangensis de la localidad de Sierra de Registro. Sin embargo,
esos tres individuos (203, 225 y 228) no presentaban mayor dafio aparente en la
superficie foliar que cualquiera de los individuos de la poblacion de El Mezquital
(Figuras 18, 19, 20 y 21). Los perfiles fendlicos foliares de Agave asperrima
fueron los menos complejos, con Unicamente tres diferentes derivados glicésidos

de canferol.
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Reportes previos sobre los compuestos fendlicos de una de las pocas especies
de Agave que han sido estudiadas por su composicion fendlica, Agave americana,
también informan sobre la presencia de derivados glicésidos de canferol como

componentes fendlicos, pero en tejidos reproductivos (Subramanian y Nair, 1970).

A diferencia de lo reportado para otras especies de plantas, en las que se han
encontrado flavonas, flavanonas, e isoflavonoides ademés de flavonoles (Grayer
et al, 1989; Almaraz, et al, 2006) en los de Agave durangensis y Agave asperrima

dominan esos ultimos.
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6. 2 Implicaciones taxondmicas de la composicion fendlica foliar

Una alta variabilidad fue encontrada entre los perfiles fendlicos individuales de la
poblacion de Agave durangensis de Sierra de Registro. Los perfiles variaron
desde tres compuestos en cuatro individuos (200, 201, 206 y 232) hasta nueve en
el individuo 230 (Tabla 3). Tres individuos (200, 201 y 206) compartieron un
mismo perfil, y dos mas (211 y 221) compartieron también un mismo perfil pero
diferente al de 200, 201 y 206, el resto, 18 individuos, que representan
aproximadamente el 78 %, tuvieron cada uno un perfil fenélico Unico. En esta

poblacién por lo tanto se detectaron 20 diferentes perfiles fendlicos foliares.

La homogeneidad en los perfiles fendlicos foliares de Agave durangensis de la
localidad de Mezquital, que variaron de 3 compuestos en 19 individuos, todos
ellos compartiendo el mismo perfil, hasta 4 compuestos en cuatro individuos (512,
514, 516 y 519), de los cuales 512 y 514 tuvieron el mismo perfil, y 516 y 519
tuvieron, a su vez el mismo perfil, pero diferente al de 512 y 514, representa un
fuerte contraste con la alta variabilidad encontrada para la poblacién de Sierra de
Registro. A diferencia de la poblacion de Sierra de Registro, en la de El Mezquital,

unicamente tres diferentes perfiles fendlicos foliares fueron detectados (Tabla 4).

Asumida como Agave durangensis, los individuos de ElI Mezquital son en
promedio mas altos (101.3 + 38.717 cm) que los individuos de Sierra de Registro
(78.25 + 23.686 cm) y tienen hojas mas largas (73.7 + 26.765 cm y 54.795 +
16.130 cm, respectivamente), con similar anchura en la parte media de la hoja
(19.2 £ 4.134 cm y 18.3 + 4.401 cm, respectivamente) y similar longitud de espina
terminal (4.5 £ 1.08 y 4.2 + 1.10 cm, respectivamente). Ambas poblaciones, Sierra
de Registro y El Mezquital, estan separadas una de la otra por aproximadamente
50 Km, cada una con condiciones ambientales diferentes. Esto podria explicar los
dos tipos de perfiles encontrados en una y otra poblacién, ya que se considera
gue la biosintesis y acumulacion de los metabolitos secundarios dependen de
procesos altamente regulados, que responden, entre otros factores, a controles
ambientales especificos (Hadacek, 2002). Sin embargo, se ha reportado que las
enzimas que catalizan las reacciones de modificacion de los flavonoides

generalmente exhiben una alta especificidad de sustrato, lo que implica que
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muchas reacciones proceden en un orden secuencial definido, que parece ser

especifico para cada especie de planta (Heller y Forkmann, 1994).

Los perfiles fenolicos de Agave aspérrima (muestras 300 a 326) fueron los mas
sencillos, estuvieron formados solamente por uno o dos, de entre tres derivados
glicosidos de canferol. Once individuos mostraron un perfil formado Unicamente
por un flavonol (compuesto F15) y 12 individuos tuvieron un perfil formado por dos
de esos compuestos. Dentro de los perfiles formados por dos flavonoles, los
individuos 303 y 305 compartieron un mismo perfil, constituido por los compuestos
F15 y F27, mientras que los individuos 304, 309, 314, 315, 320, 321, 322, 324,
325 y 326 compartieron un perfil diferente también formado por dos flavonoles, los
compuestos F15 y F23. Para Agave asperrima, tres diferentes perfiles fendlicos
foliares fueron detectados, siendo diferentes de los tres detectados para Agave

durangensis de la localidad de ElI Mezquital (Tabla 4).

El derivado glicésido de canferol F15 estuvo presente en todos los individuos de
Agave durangensis de la localidad de El Mezquital, en todos los individuos de
Agave asperrima, y en 21 individuos (aproximadamente el 91%) de Agave
durangensis de la poblacion de Sierra de Registro. Esto sugiere que la ruta
metabolica para su biosintesis pudiera estar ampliamente distribuida en esos
taxa, sin embargo su posible consideracion como un marcador subgenérico o
incluso genérico requeriria estudios fitoquimicos que incluyeran un mayor niumero

de taxa y probablemente de mayor cantidad de individuos por taxa.

El compuesto F23, no fue detectado en ningun individuo de Agave durangensis,
Gnicamente lo fue en 10 individuos (aproximadamente el 43 %) de Agave
asperrima, lo que aparentemente podria restarle valor como marcador especifico.
Sin embargo, Harborne y Turner (1984) hacen referencia a que los perfiles como
tales y no los compuestos individuales son los caracteres que tienen importancia

quimiotaxondmica.

A pesar de la variabilidad intrapoblacional de los perfiles fendlicos foliares de los
tres grupos estudiados, perfiles “Tipo” para cada uno de ellos pudieron ser

reconocidos. Se presentan dichos perfiles en la Tabla 6.
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El analisis de componentes principales de los resultados de la composicion
fendlica foliar de todos los individuos de Agave analizados claramente agrupa a
todos los individuos de Agave asperrima en un grupo muy compacto y separado
de los individuos de Agave durangensis de la poblacion de ElI Mezquital, que
forma otro grupo definido, y de los individuos de esta misma especie pero de la
localidad de Sierra de Registro. El andlisis permitié distinguir tres subgrupos en

esa Ultima localidad (Figura 22).

El andlisis de CP indica que cada uno de los tres grupos de plantas analizadas
puede distinguirse uno de otro por un perfil inico de flavonoides foliares y sugiere
que esos perfiles tienden a ser especie-especificos, o que les da importancia
como caracteres utiles para definir y discriminar entre especies de Agave. Las
figuras 23 y 24, resultado del andlisis de CP comparando Unicamente los perfiles
fendlicos foliares de los individuos de la poblacién de Agave durangensis de
Sierra de Registro y los individuos de Agave asperrima, y por otro lado,
comparando la poblacién de Agave durangensis de la localidad de ElI Mezquital
con los de Agave asperrima, respectivamente, sugieren que esos perfiles pueden

ser valiosos como marcadores especificos.
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Tabla 4.- Perfiles tipo de Agave durangensis de Sierra de Registro, presunto Agave durangensis
de El Mezquital, y Agave asperrima.

Agave durangensis de Agave durangensis de Agave
Sierra de Registro El Mezquital asperrima

F1 +/- F5 +/- F15 +
F2 +/- F10 + F23 +/-
F3 +/- F15 + F27 +/-
F4 +/- F16 +/-

F5 +/- F25 +

F6 +/-

F7 +I-

F8 +/-

F9 +/-

F10 +/-

F11 +/-

F13 +/-

F15 +/-

F16 +/-

F18 +/-

F19 +/-

F20 +/-

F22 +/-

F24 +/-

F25 +/-

F26 +/-

F29 +/-

F30 +/-

+: presente en todos los individuos analizados
+/-: presente en solo algunos de los individuos analizados
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Figura 22.- Resultados de la comparacion de los perfiles fendlicos foliares de los individuos de
Agave durangensis de la Sierra de Registro (serie 200), de ElI Mezquital (serie 500) y de Agave
aspérrima de Cuencamé (serie 300), por medio del andlisis de componentes principales.
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Figura 23.- Resultados de la comparacion de los perfiles fendlicos foliares de los individuos de
Agave durangensis de la Sierra de Registro (serie 200) y de Agave aspérrima de Cuencamé (serie
300), por medio del andlisis de componentes principales.
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Figura 24.- Resultados de la comparacion de los perfiles fendlicos foliares de los individuos de
Agave durangensis de El Mezquital (serie 500) y de Agave aspérrima de Cuencamé (serie 300),
por medio del analisis de componentes principales.

La comparacion de los perfiles fendlicos de los individuos de Agave durangensis
de la localidad de Sierra de Registro y los de los individuos asumidos como la
misma especie pero de la localidad de EIl Mezquital, por medio de CP, separa

claramente a ambos grupos (Figura 25).

De acuerdo a Heller y Forkmann (1994) acerca de que la sintesis de compuestos
flavonoides parece ser especifica para cada especie de planta, y de acuerdo a los
resultados del analisis de CP vy las diferencias morfolégicas encontradas, las dos
poblaciones de Agave durangensis son diferentes a un grado tal que cada una

podria representar un taxon independiente.
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Figura 25.- Resultados de la comparacion de los perfiles fendlicos foliares de los individuos de
Agave durangensis de Sierra de Registro (serie 200) y de El Mezquital (serie 500), por medio del

analisis de componentes principales.

Gonzélez et al, (2009) reportan A. wocomahi y A. shrevei, como especies que
crecen en el sur de Durango, donde se ubica el municipio de El Mezquital, las
cuales, Al igual que A. durangensis pertenecen al grupo Ditepalae y tienen
atributos morfolégicos que podrian confundirse con los de esta especie. Los
individuos analizados en este trabajo, muestreados en ese municipio, podrian
pertenecer a alguna de esas especies, en las que de acuerdo a los mismos
autores, también existen problemas de delimitacion especifica, como es el caso
de A. shrevei, es un taxon en el cual se incluye plantas morfologicamente muy
diferentes entre si; y en el caso de A. wocomahi dichos autores reconocen dos

variantes muy diferentes entre si.
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VII. CONCLUSIONES

La composicion fendlica foliar de Agave durangensis es rica en derivados
glicésidos del flavonol canferol. Derivados de este flavonol fueron dominantes en

los tres taxa analizados en este estudio.

Agave durangensis de la localidad de Sierra de Registro, Agave durangensis de la
localidad de El Mezquital, y Agave asperrima pudieron ser distinguidos por sus
componentes fendlicos foliares, de tal manera que se puede reconocer una
tendencia especie-especifica de los mismos, lo que indica que estos caracteres
quimicos pueden ser valiosos para la discriminacién entre especies del género

Agave.

La variabilidad intrapoblacional en los perfiles fendlicos de las tres poblaciones
analizadas analizadas pudo ser visualizada a partir del andlisis de HPLC/DAD,
encontrandose el mayor nivel en Agave durangensis de Sierra de Registro,

poblacién en la que tres subgrupos o quimiotipos pudieron ser detectados.

A pesar de la alta variabilidad intrapoblacional detectada dentro de la poblacion de
Agave durangensis de Sierra de Registro, la presencia de componentes
flavonoides especificos en las hojas de los individuos de esa poblacién, diferentes
a los de la poblacion de ElI Mezquital, asociada a las diferencias morfolégicas
encontradas entre ellas, sugiere la existencia de dos entidades taxonOmicas
independientes en una y otra poblacion, dentro de ese grupo morfolégicamente

variable.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo donde fue posible detectar
una considerable variabilidad intrapoblacional mediante los derivados glicésidos
de flavonoles, seria importante continuar con los analisis y deteccion de
compuestos fendlicos dentro de otras poblaciones de Agave durangensis para
monitorear el estado de las poblaciones, como elemento diagnostico del recurso y

de esa forma conocer su viabilidad de uso.

Ademas tomando en cuenta la cantidad de compuestos fendélicos encontrados de
esta especie en particular y su naturaleza quimica seria conveniente que se
iniciaran investigaciones sobre su extraccidn y recuperacion para revisar su
potencial como fuentes de substancias bactericidas, fungicidas e incluso

colorantes de bajo costo.
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