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Las especies de Dasylirion comprenden un grupo de plantas muy importante del
Desierto Chihuahuense. Existen 23 especies distribuidas al sur de USA y Norte
de México. Su uso principal es la producciéon de una bebida alcohdlica llamada
“sotol”. No todas las especies de Dasylirion son aptas para este propdsito. Su
identificacion no es facil, incluso a partir de la planta completa. El codigo de
barras de la vida, basado en la secuenciacion de genes de cloroplasto (matK o
rbcL), en analogia a un codigo de barras comercial, sirve como identificador de
especies. Esta investigacion busca caracterizar especies de Dasylirion y
construir arboles filogenéticos, que sean utiles en la inferencia de su historia
evolutiva, asi como explorar el potencial nutritivo de la semilla de D.
cedrosanum. Se secuenciaron fragmentos matK y rbcL de cinco especies de
Dasylirion, se construyeron arboles filogenéticos y se estimaron tiempos de
divergencia a partir del registro fosil de Acorus gramineus. Las secuencias matK
resultaron mas Uutiles en el proceso de diferenciacion entre especies, en
comparacion con las secuencias rbcL. Se estimo que las especies de Dasylirion
divergieron de un ancestro comun hace minimo 3.98 millones de afios, durante
el Plioceno, en la era Cenozoica. Se realizo analisis bromatoldgico y mineral en
las semillas de acuerdo a la Association of Official Analytical Chemists (AOAC).
Los contenidos de proteina (27.7 %), extracto etéreo (18.4 %), fibra cruda (16.2
%) y minerales fueron superiores que en trigo. Se deduce que las semillas

tienen potencial como alimento humano y animal.

Palabras clave: sotol, codigo de barras de la vida, matK, rbcL, filogenia, valor

nutricional.
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Dasylirion species comprise a very important group of plants from the
Chihuahuan Desert. There are 23 species distributed to the south of the USA
and Northern Mexico. Its main use is the production of an alcoholic beverage
called “sotol”. Not all Dasylirion species are suitable for this purpose. Its
identification is not easy, even from the complete plant. The barcode of life,
based on the sequencing of chloroplast genes (matK or rbcL), in analogy to a
commercial barcode, serves as a species identifier. This research seeks to
characterize Dasylirion species and build phylogenetic trees, which are useful in
the inference of their evolutionary history, as well as explore the nutritive
potential of the seed of D. cedrosanum. MatK and rbcL fragments of five
Dasylirion species were sequenced, phylogenetic trees were constructed and
divergence times were estimated from the fossil record of Acorus gramineus.
MatK sequences were more useful in the process of differentiation between
species, compared to rbcL sequences. It was estimated that Dasylirion species
diverged from a common ancestor at least 3.98 million years ago, during the
Pliocene, in the Cenozoic era. Bromatological and mineral analysis was
performed on the seeds according to the Association of Official Analytical
Chemists (AOAC). The contents of protein (27.7%), ethereal extract (18.4%),
crude fiber (16.2%) and minerals were higher than in wheat. It follows that the

seeds have potential as human and animal food.

Key words: sotol, barcode of life, matK, rbcL, phylogeny, nutritive value
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INTRODUCCION
El género Dasylirion comprende un grupo de plantas muy parecidas a los
agaves que se distribuyen en zonas aridas y semiaridas del Norte de México.
Es uno de los géneros de mayor importancia econdémica, ecolégica y cultural
dentro del mas grande desierto de Norteamérica, el Desierto Chihuahuense.
Vestigios prehispanicos demuestran que grupos nativos del suroeste de Texas
y del noreste de Chihuahua, como los anasazis, los tarahumaras, los tobosos y
los apaches, lo cocinaban en hornos de tierra con piedras calientes y lo
consumian como parte de su dieta (IMPI, 2002; Short et al., 2015).
Los individuos de esta especie son conocidos cominmente como sotoles y son
utilizados por los pobladores de zonas éaridas en la elaboracion de cesteria,
como forraje para ganado en tiempo de sequia y de manera muy particular en la
elaboracién de una bebida alcohdlica tradicional llamada sotol. Cuenta con
proteccion derivada de la denominacion de origen para los estados de
Chihuahua, Coahuila y Durango. Cabe aclarar que no todas las especies de
Dasylirion son aptas para este proposito (Bogler, 1994; IMPI, 2002).
En la actualidad existen 23 especies descritas y distribuidas desde el sur de
Estados Unidos hasta Oaxaca en territorio Mexicano (Bogler, 1998; Trdpicos,
2018; The plant list, 2013; Villarreal-Quintanilla et al., 2016). El grupo se ha
clasificado dentro de diferentes familias botanicas a lo largo de la historia, entre
ellas: Liliaceae, Agavaceae y Nolinoceae. Actualmente se le sitia en la familia
Asparagaceae y en la sub-familia Nolinoideae (Dahlgren et al., 1985).
Las plantas de Dasylirion son perennes, dioicas y policarpicas. Se caracterizan
por poseer numerosas hojas largas, lineares, flexibles, arrosetadas con espinas
en los bordes y cuentan con un tallo lefioso que aumenta en longitud y anchura.
En algunas especies el tallo no parece crecer mucho sobre el nivel del suelo,
mientras que en otras puede crecer en un tronco vertical de hasta 2 m de altura.
En la mayoria de las especies el tronco no es muy ancho ni fuerte, y en las
plantas mas viejas el tronco tiende a reclinarse en el suelo y a menudo estan
apoyados y protegidos por una falda de hojas rigidas y muertas. Su escapo 0
garrocha puede llegar a medir hasta 6 m de altura, del cual se desprende una



inflorescencia con flores pequefias en paniculas y su fruto es una capsula
indehiscente que contiene una sola semilla (Bogler, 1994).

Las caracteristicas morfoldégicas que comparten las especies de Dasylirion a
simple vista parecen ser muy similares, pero si éstas se observan a detalle, no
lo son del todo. El color de las hojas, la direccion en la curvatura de las espinas,
el tamafo de la pifia, la forma y el tamafio de las semillas, son algunas de las
variantes que nos ayudan a diferenciar entre especies. Pero incluso para
profesionales entrenados como los taxdbnomos, el proceso de diferenciacion e
identificacion no es una tarea facil, en especial si no se cuenta con la planta
completa o con ciertas estructuras con caracteristicas peculiares como las
reproductivas.

Los criterios en el proceso de caracterizacion e identificacion de plantas pueden
enriquecerse con informacion de la secuencia de ADN, tales como el codigo de
barras de la vida. Iniciativa mundial que nace en la Universidad de Guelph,
Canada en 2004, la cual propone secuenciar un fragmento corto de ADN, de
unos 500 nucledtidos, a partir de una porcion de tejido vegetal que, en analogia
a un codigo de barras comercial, sirva como identificador universal para cada
una de las especies vegetales o animales (Hebert et al., 2003). Esta iniciativa
propone emplear informacién dentro de una misma region génica en todas las
especies vivientes en condiciones de secuenciacion universalmente aceptadas
y estandarizadas. La metodologia fue propuesta inicialmente para identificar
animales a partir del gen mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad 1 (COl),
pero no es utilizable para plantas ya que la tasa de substitucion es muy baja a
diferencia de animales. El Consortium for the Barcode of Life propone emplear
como identificadores (barcode), para el caso de plantas terrestres, algunos
genes provenientes de cloroplasto, entre los que destacan el gen de la
maturasa K (matK) y el gen de la subunidad grande de la ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa (rbcL), que han dado resultados favorables en la identificacion de

un gran namero de especies (CBOL, 2009).



OBJETIVOS

Objetivo general
Obtener cddigos de barras de la vida y andlisis filogenético de especies de

Dasylirion del Noreste de México

Objetivos especificos
e Caracterizar especies de sotol con los genes matK y rbcL.
e Evaluar la eficiencia de estos genes en la distinciobn de especies de
Dasylirion.
e Construir arboles filogenéticos para el género

e Estimar tiempos de divergencia evolutiva

Objetivos adicionales
e FEvaluar la calidad alimenticia de la harina de la semilla de D. cedrosanum

e Evaluar la calidad alimenticia del germinado de semilla de D.

cedrosanum



REVISION DE LITERATURA

Importancia del género Dasylirion

El género Dasylirion corresponde a un tipo de plantas parecidas a los agaves.
Forman parte del paisaje de zonas aridas del Norte de México, principalmente
en los estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Leb6n y Zacatecas.
Son plantas perenes y dioicas, es decir, genera plantas que poseen flores
pistiladas y plantas que poseen flores estaminadas, lo que hace que su
reproduccion sea cruzada. Estudios dirigidos a la proporcion de sexos, con
relacion encontrada 1:1, la colocan como una especie de dioecia bien definida
(Reyes-Valdés et al.,, 2017). Su numero cromosémico reportado para D.
wheeleri, D. texanum y D. micropterum es de 2n = 38 (Sat6, 1935; Hernandez-
Quintero et al., 2015).

Sus ejemplares son conocidos comunmente como “sotoles”, el cual proviene de
nahuatl Tzotollin y significa dulce de la calabaza, constituyendo uno de los
géneros de mayor importancia econémica, ecoldgica y cultural. Desde tiempos
prehispanicos era consumido como alimento por grupos indigenas, quienes
cocinaban el tallo en pozos con piedras calientes y del centro ya cocido
obtenian una harina para preparar pan (Short et al., 2015). Hoy en dia sigue
siendo materia para los habitantes de zonas aridas, quienes lo utilizan en la
elaboracién de cesteria (Bogler, 1994), como alimento para animales en tiempo
de sequia y de manera muy particular en la elaboracién de una bebida
alcohdlica tradicional llamada “sotol”, a la cual fue otorgada la proteccién a la
denominacion de origen para los estados de Chihuahua, Coahuila y Durango
(IMPI, 2001).

Como sustituto de forrajes verdes de cultivo, los sotoles son empleados
especialmente en época de sequia y en invierno, ya que es de facil acceso. Se
le considera como un forraje tosco con apreciable contenido de nutrientes. Sus
bulbos basales o cabezas subterraneas constituyen un forraje suculento
durante prolongadas sequias. Los ganaderos lo utilizan en sequias
excepcionales, como Unica salvacion, cuando ocurren muertes por hambre en

sus ganados (Vazquez, 2001).



Como material de cesteria, sus hojas son utilizadas para la elaboracién de
tejido de petates, sombreros, canastas, sopladores para el fuego y adornos en
forma de flor conocidos como chimales, muy comunes en fiestas patronales. Su
escapo es utilizado como material de construccion en areas rurales y en la
fabricacion de bastones. Algunas especies se utilizan como ornamentales, tal
es el caso Dasylirion occidentalis, una especie que habita en los estados de
San Luis Potosi, Hidalgo, Querétaro y Veracruz.

En la elaboracion de la bebida alcohdlica con el mismo nombre “sotol”, se
emplean las “cabezas” o “pifas” de la planta. Las especies D. cedrosanum, y D.
duranguense, D. wheeleri, y D. leiophyllum son las mas utilizadas para la
obtencién de azucares (De la Garza et al., 2010). El proceso de elaboracién del
destilado es muy semejante al del tequila o el mezcal, el cual puede ser de tipo
rustico o industrializado. Se logra mediante un proceso de coccién dentro de las
24 horas posteriores al corte de las pifias, para evitar deterioro de los azucares.
En esta etapa los carbohidratos complejos como fructooligosacéridos, inulinas y
polimeros de fructosa se desnaturalizan en glucosa y fructosa. Al final de la
coccion, las cabezas se cortan y llevan a molienda. Los jugos generados son
transferidos a tanques de fermentacién por 7 dias y el producto se somete a un
proceso de destilacion. Obteniendo primero metanol proveniente de la cabeza y
posteriormente etanol proveniente del corazon. Los destilados se etiquetan y
son purificados a través de una segunda destilacion, obteniendo hasta 85
grados de alcohol (Reyes-Valdés et al., 2019).

Distribucion del género Dasylirion

Las plantas del género Dasylirion se extiende sobre los terrenos aridos vy
montafiosos de Arizona, Nevada, Nuevo México y Texas en los Estados Unidos
de Norte América y dentro de la Republica Mexicana, en los estados de
Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Ledn, Zacatecas, San Luis Potosi,
Sonora, Tamaulipas, Querétaro, Hidalgo, Puebla, Oaxaca y Veracruz (Figura 1).

Forman parte del matorral desértico rosetéfilo (MDR) que representa



aproximadamente el 12 % del area total del Desierto Chihuahuense
(Rzedowski, 1965; Granados-Sanchez, 2011).

Para el estado de Coahuila se reportan cuatro especies; D. cedrosanum (en los
municipios de Castafios, Cuatro Ciénegas, Monclova, Ocampo, Parras, Ramos
Arizpe y Saltillo), D. heteracanthum (en Ocampo), D. leiophyllum (en Sierra
Mojada) y D. texanum (en Monclova y Allende) (Bogler, 1994; Villarreal-
Quintanilla et al., 2001). La especie de mayor abundancia en el estado es D.
cedrosanum, y a la par con D. leiophyllum y D. duranguense son especies con
caracteristicas y propiedades adecuadas para ser utilizadas en la produccién de
bebidas alcohdlicas (L6pez-Barbosa, 2005).

La zona de produccion natural de Dasylirion se ubica en la provincia fisiografica
de la Meseta Central, la cual se encuentra en un promedio de 1,000 a 2000
metros de altura sobre el nivel del mar, entre la Sierra Madre Oriental y la Sierra
Madre Occidental, zona compartida por los estados de Chihuahua, Coahuila y
Durango (IMPI, 2002). Las plantas se encuentran en laderas bajas, acantilados,
terrenos planos, arroyos, en suelos bien drenados, calizos, calcareos, en
laderas de cenizas y afloramientos igneos, rocosos o con grava, con contenido
de arcilla (Bogler, 1994). Crecen en vegetacion desértica, matorral, pastizal y
bosque y se encuentran a 400-3000 m de altitud. En matorral xerdfilo y
submontano donde las condiciones de humedad relativa son bajas y la escasez
de lluvias coincide con el tiempo mas calido del afio. Las temperaturas diurnas
son altas y pueden alternar con temperaturas nocturnas bajas. Los suelos
presentan diversos grados de salinidad y tienen normalmente un pH superior a
7. 0, son deficientes en materia organica y tiene baja capacidad de retencion de

agua (Reyes-Valdés et al., 2019).
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Figura 1. Distribucién geogréfica del sotol en México.

Descripcion del género Dasylirion

Son plantas perennes, dioicas, policarpicas que producen flores con estambres
funcionales en las masculinas y con pistilos funcionales en las femeninas. Son
de polinizacion cruzada y con niumero de 38 cromosomas reportados para las
especies de D. wheeleri, D. texanum y D. micropterum (Sat6, 1935; Hernandez-
Quintero et al., 2015). Poseen numerosas hojas largas, lineares, flexibles y
arrosetadas desde la base del tallo. Es posible ver algunas plantas con varios
tallos, los cuales presumiblemente proceden de la misma semilla. Presenta
tonalidad gris a verde palido con espinas en los bordes, cuenta con un escapo o
garrocha que puede llegar a medir hasta 6 m de altura, de la cual se desprende

una inflorescencia con flores pequefias en panicula, de color amarillo brillante



en las flores estaminadas y de color verde o puarpura en las flores pistiladas. Su
fruto es una cépsula indehiscente que por lo general desarrolla una semilla o
raramente dos, las cuales son trigonas, de color café oro y con una superficie
mas o menos plana y rugosa (Bogler, 1994; Hernandez-Juéarez et al., 2008).

La inflorescencia es una caracteristica distintiva del género Dasylirion. Es una
panicula angosta, compuesta, con forma de espiga, con un pedunculo alargado
y bractido que varia de 1 a 6 m de longitud desde la base hasta la punta. Desde
su proceso de germinacion hasta la primera floracion, transcurren de 12 a 15
afios, por lo cual no es posible distinguir el sexo de una planta si no tiene
escapo floral. Un estudio realizado en poblaciones de D. cedrosanum, muestra
gue la proporcién de sexos se presenta en relacion 1:1 sin encontrar sesgo en
las proporciones entre los lugares de estudio (Reyes-Valdés et al., 2017). A
partir de la diferenciacién de sexos, las plantas florecen de forma anual, excepto
cuando se presentan sequias prolongadas. La inflorescencia del sotol se
desarrolla en una estructura muy alta, llamada escapo o garrocha, las plantas
hembra en un afio productivo puede generar de 0.25 a 2.7 kg de semillas, las
gue caen de la inflorescencia al ser agitada por el viento. En promedio se
pueden contar hasta 95,000 semillas por kilogramo (Sierra-Tristan et al., 2008).
Reyes-Valdés et al. (2012) encontraron que las flores masculinas como las
femeninas presentan estructuras sexuales de su contraparte. Es decir, los
machos tienen reminiscencias de pistilo, y las hembras los tienen de anteras,
por lo cual la determinacién sexual debe ser de tipo funcional mas que
anatomica.

Las flores estaminadas tienen una vida mas larga que las pistiladas, y
presentan seis estambres con filamentos mas largos que el perianto. En las
flores pistiladas el ovario es supero, con tres loculos simples, donde usual-
mente hay tres Ovulos pequefos, de los cuales uno o raramente dos llegan a

desarrollarse en semillas maduras.



Clasificacion taxonémica del genero Dasylirion

Actualmente el género Dasyliron se encuentra clasificado dentro de la familia
Asparagaceae y su nombre comun depende del lugar en donde se encuentre
(USDA, 2015). En Chihuahua se le llama sereque, que es un nombre indigena,
en otros lugares como Coahuila se le llama sotol que es un nombre nahuatl,
que proviene del vocablo Tzotollin. A los ejemplares de algunas especies se les
llama varacuete (Coello-Coutino, 2003,).

Reino Plantae
Subreino Viridaeplantae
Division Streptophyta

Subdivision  Embryophyta

Filum Tracheophyta

Subfilum Euphyllophyta

Infrafilum Spermatophyta

Clase Liliopsida
Subclase Petrosaviidae
Orden Asparagales
Familia Asparagaceae
Subfamilia Nolinoideae
Género Dasylirion

Figura 2. Dasylirion cedrosanum.
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Sistematica del género Dasylirion

El género Dasylirion fue descrito por Zuccarini en 1838 y ha sido colocado en
diferentes familias a lo largo de su historia, como Dracaenaceae (Takhtajan,
1980), Agavaceae (Cronquist, 1981), Nolinaceae (Dahlgren et al., 1985) y
Asparagaceae (APG-Ill, 2009). Las primeras descripciones se basaron solo en
algunos pocos especimenes y algunas caracteristicas que actualmente son
mas variables de lo que se suponia con anterioridad. Hutchinson (1934) y
Cronquist (1981) lo relacionan fuertemente con los géneros Nolina, Beaucarnea
y Calibanus, con los cuales comparte morfologia, habitat y caracteristicas del
fruto, incluyéndolo junto con Agave y Yucca en Agavaceae (Agavaceae sensu
lato). Dahlgren et al. (1985) colocan a Dasylirion y géneros relacionados en una
familia separada, la Nolinaceae, y restringen a Agave y Yucca en la Agavaceae.
Esto es soportado con un analisis filogenético realizado por Bogler en 1995,
donde sus resultados indican claramente que Dasylirion, Nolina, Beaucarnea y
Calibanus se encuentran en un grupo que esta mas cercano a Maianthemum,
Polygonatum, Liriope, Dracaena y Sansevieria que a Yucca y Agave
(Actualmente Yucca y Agave se encuentran situados dentro de la familia
Asparagaceae de acuerdo a APG lll, 2009).

En la actualidad el género se ubica dentro de la familia Asparagaceae y
subfamilia Nolinoideae (USDA, ARS, National Genetic Resources Program
GRIN, 2015) e incluye 23 especies; D. acrotrichum, D. berlandieri, D.
cedrosanum, D. durangense, D. gentryi, D. glaucophyllum, D. graminifolium, D.
leiophyllum, D. longissimum, D. longistylum, D. lucidum, D. miquihuanense, D.
occidentalis, D. palaciosii, D. parryanum, D. quadrangulatum, D. sereke, D.
serratifolium, D. simplex, D. texanum, D. treleasei, D. wheeleri y D. micropterum
(The plant list, 2013; Villarreal-Quintanilla et al., 2016). Bogler (1994) menciona
que las plantas de este género presentan algunas variaciones en cuanto a
longitud y amplitud, la orientacién de las espinas en el margen, la presencia o
ausencia de cera epicuticular, asi como la forma de su superficie foliar.

La identificacion taxondmica de las especies en general es complicada e implica

un adecuado conocimiento de caracteres morfoldégicos o rasgos singulares,
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donde predominan las estructuras reproductivas como flores, frutos y semillas,
gue permiten separar o diferenciar una especie de otra (Figueroa-Yarfez et al.,
2012). La iniciativa de secuenciar un fragmento corto de ADN que sirva como
identificador universal, mejor conocida como cddigo de barras de la vida, es un
complemento en la resolucion e identificacion de la variacion existente entre las

especies de Dasylirion.

Cdodigo de barras de la vida

El proyecto del cédigo de barras de la vida nace en la Universidad de Guelph,
Canada y propone secuenciar fragmentos cortos de ADN dentro de regiones
estandar del genoma que, en analogia a un cédigo de barras de uso comercial,
sirvan como identificadores universales para cada organismo viviente (animales,
vegetales etc.). Esta iniciativa no pretende sustituir la taxonomia alfa o
taxonomia descriptiva, la cual se basa en la descripcidn, identificacion y
clasificacion de la biodiversidad, utilizando un organismo como unidad de
trabajo, sino facilitar la tarea de identificacion de especies, revitalizar las
colecciones biologicas y acelerar el inventario de la biodiversidad (Gregory,
2005; Hebert y Gregory, 2005; Schindel y Miller, 2005).

Para poner en marcha este proyecto se cre0 la Secretaria del Barcode of Life
en el National Museum of Natural History, Washington DC, USA y el CBOL
(Consortium for the Barcode of Life) en el 2004, cuya funcion es igual a la de
una biblioteca universal, que relaciona cada barcode o “secuencia de ADN
diagndstica” con especies de referencia o «vouchers» asignados a nombres de
la clasificacion linneana, depositados en instituciones cientificas (Lanteri, 2007).

La metodologia de cddigo de barras de ADN se propuso inicialmente para
identificar animales a partir de un fragmento del gen mitocondrial citocromo ¢
oxidasa subunidad 1 (COI), de aproximadamente 648 pares de bases (pb). Esta
region presenta una alta tasa de sustitucion entre especies del mismo género
(Hebert et al., 2003). Sin embargo, para plantas no es utilizable ya que la tasa
de sustitucion es muy baja a diferencia de animales, lo cual se traduce en la

ausencia de variacion a nivel de secuencia entre especies del mismo género
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(Paz et al., 2011). La busqueda de secuencias utiles en la obtencion de codigo
de barras en plantas terrestres, se enfoc6 en regiones del genoma nuclear y de
cloroplasto, pero muy pocas son efectivas de manera individual, ya que no
presentan suficiente variacion, por lo cual la CBOL sugiere la combinacion de
dos regiones plastidicas; matK y rbcL, ambas regiones de aproximadamente
800 pb y que han sido ampliamente utilizadas en estudios de filogenia (Janzen,
2009; Jing et al., 2011; Paz et al., 2011).

Aplicaciones del codigo de barras de la vida

La utilidad de las secuencias barcode, ademéas de funcionar como medios de
identificacion y generacion de inventarios de biodiversidad es auxiliar en la
revision de clasificaciones taxondmicas dudosas. Es un enfoque que ayuda en
la identificacién de especies que necesitan estudios taxondémicos detallados y
permiten evaluar las relaciones filogenéticas entre especies. Un ejemplo de
aplicacion es la diferenciaciéon taxondmica de plantas medicinales que por su
similitud con otras pueda confundirse. Es un enfoque que se utiliza en el manejo
de especies invasoras, en el control del tréfico ilegal de especies en peligro de
extincion, en el analisis de dieta de diferentes animales a partir de su contenido
estomacal o de sus heces y en el descubrimiento de nuevas especies
(Valentini et al., 2009; Janzen et al., 2009; Paz et al., 2011).

Cdédigo de barras de lavida y el género Dasylirion

Recientemente Villarreal-Quintanilla et al. (2016) lograron describir una nueva
especie, Dasylirion micropterum, auxilidndose con la secuenciacion de los
genes plastidicos matK y rbcL. Esta especie fue encontrada en las partes altas
de la Sierra Madre Oriental entre los limites de Coahuila y Nuevo Leon a 2700 -
2850 m de altitud. Presenta algunas caracteristicas morfoldégicas semejantes a
D. miquihuanense como hojas ascendentes de color verde oscuro, frutos de
menos de 7 mm de largo y alas de fruto de menos de 2 mm de ancho. Entre sus
caracteristicas distintivas destacan, hojas planas y papilosas, una inflorescencia
mas larga, menos ramas laterales en la inflorescencia y frutos mas pequenos,

con alas de fruto mas estrechas. Para corroborar definitivamente como nueva
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especie se compararon las secuencias plastidicas de ambas especies, asi
como de D. serratifolium y D. wheeleri del GenBank (NCBI). No se encontro
variacion en las secuencias rbcL entre especies, mientras que en las
secuencias matK se encontraron de 2 a 6 sustituciones nucleotidicas entre
especies pareadas

Actualmente se encuentran cinco registros del gen matK para especies de
Dasylirion en el GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Dos corresponden a D. serratifolium, uno para D. wheeleri, uno
para D. miquihuanense y uno para D. micropterum. Para rbcL existen seis
registros, tres de ellos de D. wheeleri, uno para D. serratifolium, uno para D.

miquihuanense y uno para D. micropterum.

Informacion de ADN y andlisis filogenético

Una de las concepciones fundamentales de la biologia, es que los seres vivos
contemporaneos estan conectados entre si por relaciones de parentesco y que
descienden de ancestros comunes, mas o menos alejados en el tiempo. Entre
mas reciente haya sido el ancestro entre dos seres vivos se espera una mayor
similitud entre estos organismos. La representacion grafica de estas relaciones
de parentesco se representa por un arbol filogenético, una estructura
matematica que describe las relaciones de parentesco, ancestria y
descendencia entre los diferentes elementos de un conjunto (Martinez-Castilla,
2007). Su construccién se basaba principalmente en el estudio de caracteres

morfoldgicos y fisiolégicos (Figura 3).
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Semilla

Fruto rugosa

Camoso

Tallo lefioso Pétalos rojos

Pétalos blancos, tallo herbaceo, hojas sin
tricomas, 5 estambres, fruto seco, semilla lisa

Figura 3. Ejemplo de arbol filogenético construido con base en caracteristicas morfoldgicas,
que muestra la diversificacién de una especie ancestral en cinco especies presentes en la
actualidad.

Con el advenimiento de la biologia molecular que se desarroll6 a partir del
descubrimiento del ADN y su estructura (Watson y Crick, 1953) y con la
obtencion de las secuencias de las primeras proteinas y genes (Sanger et al.,
1977), la tendencia actual es la construccién de la filogenia basada en el
estudio de la variabilidad del material genético, lo que da lugar a la filogenia
molecular (Figura 4). Se basa en el estudio de los cambios heredados y no en
los influenciados por el medio ambiente. Entre las técnicas moleculares que se
pueden utilizar para la construccién de un arbol filogenético se encuentran, la
secuenciacion de un gen o region particular, ya sea nuclear, mitocondrial o de
cloroplasto (matK, rbcL). También se usan marcadores polimérficos, entre los

que se encuentran: RFLP, RAPD, AFLP y SNP o microsatélites.
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Seq(2) GGTTAGATAC
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Figura 4. Ejemplo de arbol filogenético construido con base en distancias genéticas. Partiendo
de un a) alineamiento multiple, b) una matriz de distancias utilizada para estimar c) el arbol
filogenético (Abascal et al., 2014).

Generalmente un diagrama arbol estd conformado por nodos conectados por
ramas que unen a diferentes unidades taxondmicas operacionales (OTUS).
Estos, representan secuencias u organismos de entidades biolégicas vivas o
existentes. Los nodos internos representan a los ancestros hipotéticos y la
longitud de las ramas representa la cantidad de cambio acumulado. La rama
mas interna es el ancestro comun y representa la raiz del arbol (Martinez-
Castilla, 2007). La construccién de arboles a partir de secuencias produce
arboles sin raiz. Para enraizar el arbol se incluye una secuencia externa al
grupo de interés que le confiera al arbol un sentido filogenético (Abascal et al.,
2014).

Existen diferentes meétodos de reconstruccion filogenética, algunos mas
utilizados a partir de datos de secuencias de ADN o proteinas y otros mas
utilizados a partir de caracteres morfoldgicos. Estos pueden ser clasificados

segun se basen en: distancias genéticas, maxima parsimonia, maxima
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verosimilitud y métodos bayesianos. La distancia es una medida del grado de
divergencia entre dos secuencias homologas y se define como el nUmero de
sustituciones acumuladas entre ellas desde que divergieron de un ancestro
comun. Los métodos de maxima parsimonia operan seleccionando los arboles
filogenéticos que minimizan el nimero de eventos evolutivos necesarios para
explicar un conjunto de datos. Estdn implementados en una enorme variedad
de algoritmos de busqueda que tratan de encontrar el arbol mas parsimonioso
(el mas simple). Dentro de los métodos basados en caracteres morfologicos, se
incluyen maxima verosimilitud e inferencia bayesiana; ambos tratan la inferencia
filogenética como un problema estadistico, y utiliza modelos explicitos de
evolucién molecular para el calculo de probabilidades (Abascal et al., 2014).
Existen diferentes modelos de sustitucion nucleotidica que sirven para calcular
distancias genéticas o probabilidades de cambio entre nucleétidos a lo largo de
las ramas de un arbol filogenético. El punto de partida es el alineamiento
multiple, que consiste en el apareamiento de posiciones homodlogas entre
caracteres (nucleétidos) de las distintas secuencias (Abascal et al., 2014;
Schliep, 2011). Los modelos de sustitucion nucleotidica son descripciones
matematicas de la evolucién de las secuencias y constituyen el engranaje que
permite conectar los datos (alineamientos) con los métodos de reconstruccion
filogenética (Posada, 2008). Los modelos tienen dos tipos de parametros
principales: las probabilidades de cambios entre estados (nucleétidos,
aminoacidos o codones) y las frecuencias de estos nucle6tidos, aminoacidos o
codones en nuestro alineamiento.

El modelo de evolucibn o sustitucion de nucleétidos mas sencillo es el
propuesto por Jukes-Cantor y asume que cualquier cambio entre nucleétidos
tiene la misma probabilidad de ocurrir y que las frecuencias de los cuatro
nucleotidos son iguales. EI modelo de Kimura de 2-parametros distingue entre
transiciones (purina a purina o pirimidina a pirimidina) y transversiones (purina a
pirimidina y viceversa) y asume que la frecuencia de los diferentes nucleétidos
es igual (Yang y Rannala, 2012). El modelo general es de los mas complejos
(GTR, “general time reversible”), ya que utiliza un parametro distinto para
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modelar cada una de las sustituciones entre nucleotidos y sus frecuencias,
ademas de considerar que no todas las regiones de la secuencia evolucionan a
la misma velocidad, la tasa de sustitucion puede variar a lo largo de toda la
secuencia. La variacion de tasas entre sitios puede tenerse en cuenta en
formas diferentes. Se puede describir como una distribucion gamma +G
(gamma shape), mientras que la otra forma es asumir que una proporcion del
alineamiento es invariable (completamente conservadas). Este parametro se
describe como +I (proportion of invariable sites), ambos pueden utilizarse en
conjunto (+1+G). Programas como ModelTest ofrecen la facilidad de probar
todos los modelos y recomendar cual utilizar (Abascal et al., 2014).

A partir de la matriz de distancias podemos emplear métodos de agrupamiento
para contruir arboles filogenéticos. Entre los mas utilizados se encuentra el
método UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”)
basado en la identificacién de las parejas mas similares y en el céalculo de la
media de las distancias entre ellas y el resto de las secuencias para construir el
arbol. Se recomienda usarlo si se cumple la hipotesis de reloj molecular (todas
las secuencias han evolucionado a la misma velocidad) ya que genera arboles
ultramétricos. Por su parte el método Neighbor-Joing no genera arboles
ultramétricos, por lo tanto, es mas recomendable si no se cumple la hipétesis de
reloj molecular (dos Reis et al., 2016).

Existen diferentes métodos para calibrar arboles filogenéticos, es decir que la
longitud de las ramas de dichos arboles sea proporcional al tiempo transcurrido
de los eventos de divergencia que las delimitan. Para esto se utilizan datos de
registros fosiles que ayudan a establecer las edades de las ramas y nodos. Es
bien conocida la existencia de fosiles de monocotiledoneas desde el Cretacico
temprano. Estructuras como, el polen asignado a Liliacidites, restos de hojas
asignadas a Acaciaephyllum y polen perteneciente a Araceas son ejemplo de
ello (Friis et al., 2004; Magallon y Sanderson, 2001). Si se desconoce el registro
fésil se puede emplear como dato de calibracion la tasa de sustitucion del
fragmento (gen) que se esta utilizando, que por lo general se reporta en
sustituciones por sitio por millones de afios (Luo y Ho, 2018).
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Especies de Dasylirion colectadas

Dasylirion palaciosii

Es una planta de tallo corto de 0.5 m de altura. Hojas numerosas, planas,
estriadas, hasta de 1 m de largo por 1.5 m de ancho; de color verde claro y
ligeramente glauco, opacas: el margen amarillento, finamente denticulado, con
espinas escasas antrorsas, rudimentarias y presentes en los primeros 10 cm de
la parte verde de la hoja; parte apical concavo-hemisférica: punta roma pero no
apincelada. La inflorescencia es paniculada, lefiosa, estrecha de 2 - 3 m de
altura. Los frutos son capsulas ovadas a redondas, contienen una semilla, de 7
a 9 mm de largo y de 6 a 8 mm de ancho. Las semillas son triangulares de color
marron claro de 3.5 mm de largo y 3 mm de ancho. Es endémico de San Luis
Potosi en altitud de 1700 m. Crece en terreno abierto, plano o en bosques
abiertos en laderas pedregosas asociadas con Yucca potosina y Agave striata
(Figura 5). En apariencia es similar a Dasylirion glaucophyllum Hook.
(Rzedowski, 1955).

Figura 5. Planta de Dasylirion palaciosii (Foto: Humberto Reyes).
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Dasylirion texanum

Es una planta de tallo corto usualmente menor a 0.5 m con una o varias rosetas
medianas de 10 - 25 cm de diametro. Hojas en cuchara estrechas y brillantes
de 4 - 7 cm de ancho en la base y de 9-15 cm de largo, que se contraen
gradualmente; miden de 0.8 a 1.5 (2) cm de ancho y de 70 a 130 cm de largo.
Su superficie es lisa, glabra, generalmente brillante de color verde obscuro. Las
puntas enteras intemperizadas. Las espinas por lo general se encuentran
curvadas hacia la punta de la hoja. Su inflorescencia de 2 a 4 m de altura de
color verde a bronceado, bracteas estériles lanceoladas, estraminosas muy
suaves. Fruto eliptico obovado de 4 - 5 mm de ancho y 5 — 5.6 mm de largo. Se
distribuye en el centro-sur de Texas y en Coahuila en la regién de Monclova y
Sierra del Pino, abundante en las laderas rocosas y secas, asi como en las
crestas a lo largo de la alta cordillera oriental de dicha sierra; al este de la Noria
y en Nuevo Ledn (Figura 6) (Bogler, 1994).

Figura 6. Planta de Dasylirion texanum (Foto: Humberto Reyes).
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Dasylirion occidentalis

Forma un tallo de 0.4 a 0.8 m de altura. Las hojas lisas, gruesas, variables,
finamente cerosas y azuladas con una longitud de 80 — 100 cm y de 8 - 16 mm
de ancho. En los bordes de las hojas se reconocen las espinas finas,
dispuestas irregularmente. La inflorescencia lefiosa paniculada es de 3 — 4 m de
altura. Las flores numerosas de color amarillo. El periodo de floracion es de
mayo a agosto. Los frutos son capsulas ovadas conteniendo una semilla, con
5.5 a 6 mm de longitud y 3.5 a 6 mm de ancho. Las semillas son triangulares de
3 a3.5mmde largo y 2.5 mm de ancho (Figura 7). Se distribuye en los estados
de Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco y Guanajuato a una altitud de 1900 —
2300 m. Crece en areas desérticas en terreno abierto y plano, en laderas
pedregosas asociadas con Yucca decipiens, Agave durangensis y algunas
especies de Opuntia. Son tipicas las hojas largas, suaves y variables con las

puntas finas y espesas (Hochstétter, 2011).

Figura 7. Planta de Dasylirion occidentalis (Foto: Martha Orozco).
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Dasylirion leiophyllum

Plantas tipicamente grandes y robustas, con pequefias coronas, troncos de 1
m, erectos o reclinados. Hojas elongadas, rigidas, de color verde brillante de 90
- 110 cm de largo por 1.5 - 2(3) cm de ancho, por encima de la base
ensanchada, generalmente lisa, brillante, glabra, no cesora. Espinas en su
mayoria retrorsas. Inflorescencias de 2.5 - 5 m, tallo de 3 — 5 cm de diametro.
Ramas en su mayoria basales, erectas de 4 — 10 cm; bracteas lanceoladas.
Flores con receptaculos de 0.2 — 0.4 mm, tépalos blanquecinos o verdosos de
1.8 — 2 x 1 mm. Cépsulas elipsoidales a ovoides. Floracion principalmente de
junio a julio (Figura 8). Se distribuye al sur de Texas en la region del Rio
Grande, Nuevo México, centro de Chihuahua y Coahuila. Crece sobre grava
caliza y laderas igneas a 1200 — 1800 m (Flora of North America, 1993).

Figura 8. Planta de Dasylirion leiophyllum (Foto: Martha Orozco).
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Dasylirion quadrangulatum

Planta perene con troncos verticales lefilosos de hasta 3 m de altura, en
ocasiones postrados, solitarios o con ramificaciones en la base. Sus hojas en
rosetas densas son estrechas, fragiles, cuadranguladas, vaina de 5-6 cm en la
base por 13-14 cm de largo, rectangulares, abruptamente constrefiido en la
union con la lamina, &pice con 1-2 auriculas 1-1.5 cm; lamina en la base plana
romboide 7-9 mm de ancho, rdpidamente adelgazando y haciéndose
cuadrangular hacia la punta de 4 — 6 mm de ancho, por 80-90 cm de largo,
superficie lisa, con pocas papilas, verde obscuro opaco, espinas completamente
ausentes. Inflorescencia de 3-6 m de altura, pedunculo de 5-7 cm de diametro
en la base, frutos rojizos cuando inmaduros, elipticos — ovados de 7.5-8 mm de
largo por 5-6 mm de ancho. Semillas simple u ocasionalmente dos de 2.5 x 2
mm. Crece en elevaciones de 1800-2000 m al sur de Nuevo Ledn y suroeste de

Tamaulipas (Figura 9) (Bogler, 1998).

Figura 9. Planta de Dasylirion quadrangulatum (foto: Martha Orozco).
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En el Cuadro 1, se presenta un comparativo entre las cinco especies de

Dasylirion que se incluyen en esta investigacion, en el presentan de forma

resumida algunas de las caracteristicas mas representativas y distintivas de

cada una de las especies.

Cuadro 1. Comparativo entre caracteristicas morfolégicas de cinco especies de

Dasylirion
. D. D. D. D. D.
Especie L , : .
palaciosii texanum occidentalis leiophyllum quadrangulatum
Tallo 0.5m <0.5m 0.4-0.8 m im 3m
Hoi Planas y Planas y Planas y Planas y Cuadrangulares y
ojas
anchas anchas anchas anchas estrechas
Espinas en
bordes Presentes Presentes Presentes Presentes Ausentes
Longitud de 1-1.5m 0.7-1.3m 0.8-1.0m 0.9-1.1m 0.8-0.9m
hojas
Inflorescencia 2-3m 2-4m 3-4m 2.5-5m 3-6m
Fruto 7-9 x 6-8 5-5.6 x 4-5 5.5-6 x 3.5-6 6-7 x 4-4.5 mm 8-12 x 5-8
mm mm mm mm
Semilla 3.5-3 mm -- 3-3.5x2.5mm -- 7.5-8 X 5-6 mm
Altitud 1700 m 600-1800 m 1900 m 1200-1800 m 1800-2000 m
San Luis Sur de Zacatecas Sur de Texas, Nuevo Ledn
Potosi Texas, Aguascalientes  Nuevo México,
Distribucion Coahuilay Jalisco y Chihuahua y
Nuevo Lebn Guanajuato Coahuila

Potencial nutritivo de la semilla de sotol (Dasylirion cedrosanum)

Las plantas del género Dasyliron se caracterizan principalmente por su uso en

la elaboracién de la bebida alcohdlica llamada sotol. Esta actividad requiere la

obtencion completa de la planta sin necesidad que esta llegue a floracion. Para

gue de una planta de sotol emerja la primera inflorescencia deben pasar de 12

a 15 afos después de su germinacion. La demanda de plantas para la
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produccion de alcohol evita que éstas lleguen a la produccion de semilla,
estructura de vital importancia para su reproduccion.

La produccion de semilla en las plantas de Dasylirion es muy variable, cada una
llega a producir entre 0.25 y 2.75 kg por inflorescencia con cerca de 95,000
semillas por kg (Reyes-Valdés et al., 2012). Se caracterizan por ser trigonas, de
color café obscuro, de superficie plana y rugosa. Su mejor época de cosecha es
entre octubre y diciembre, dependiendo del temporal de lluvias (Sierra-Tristan y
Morales-Nieto, 2003). Las semillas son el medio de propagacion de esta planta
y fuente de alimento para aves y animales silvestres (Figura 10). Los estudios
dirigidos a la semilla de sotol se han centrado principalmente en su capacidad
de germinacion (Villavicencio-Gutierrez et al., 2007) y no se tienen
antecedentes de formas de aprovechamiento de su semilla como recurso
natural.

Una de las caracteristicas de las espermatofitas es su capacidad para
transformar un porcentaje de su energia en energia alimenticia la cual es
concentrada en sus semillas en forma de proteinas, carbohidratos y lipidos. En
general, las semillas son fuentes de diferentes compuestos lipidicos, incluyendo
acidos grasos, tocoferoles, triglicéridos, fosfolipidos y esteroles. Dependiendo
de la especie, tales compuestos se encontraran en diferentes concentraciones
(Matthaus et al., 2003).

Las semillas contienen una cierta cantidad de proteinas importantes en el
desarrollo de estructuras celulares y el metabolismo humano (Herman, 2014).
Algunas semillas contienen elementos de gran importancia para las seres
humanos, incluidos los macro y micro elementos como el hierro (Fe), de
importancia en el crecimiento y metabolismo de las células; magnesio (Mg), el
cual interviene en la formacioén de neurotransmisores y en el funcionamiento de
las coenzimas, manganeso (Mn); importante en la formacion enzimatica, zinc
(Zn); necesario para el sistema inmunolégico, cobre (Cu); contribuye a la
formacion de glébulos rojos, calcio (Ca); en la formacion de huesos y dientes e
imprescindible en el proceso de coagulacion de la sangre y fosforo (P) que
forma parte de las moléculas de la energia como el ATP y ADP (Tyler y Zohlen,


http://iquimicas.com/calcio-en-el-organismo/
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1998). Uno de los objetivos adicionales de esta investigacion es determinar el
contenido nutricional de la semilla de sotol en tres localidades del Noreste de
México, encaminado a la probable utilizacion de esta semilla como fuente

alimenticia para humanos o animales.

Figura 10. Semilla de Dasylirion cedrosanum.

Germinados y sus propiedades

El proceso de germinacién se define como el proceso natural biolégico que
llevan a cabo las plantas superiores, por medio del cual la semilla sale de su
estado de latencia una vez que las condiciones ambientales minimas para su
crecimiento, como humedad, temperatura y concentracion de oxigeno se dan
(Sangronis y Machado, 2007). Las semillas germinadas de cultivos comestibles
como las legumbres o los cereales son también llamadas brotes comestibles o
germinados y han sido consumidos desde tiempos milenarios por culturas
asiaticas, quienes ademas los consideraban como remedios medicinales en el
tratamiento del escorbuto (deficiencia de vitaminas). Una enfermedad muy
comun entre los tripulantes de barcos que realizaban viajes por un periodo
prolongado de tiempo.
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De manera natural las semillas son fuente de compuestos nutritivos como
proteinas, minerales, grasas y carbohidratos. Sin embargo, para que estos
compuestos puedan ser digeridos por el organismo humano, las semillas
necesitan pasar por un proceso de coccion que facilite su consumo. El proceso
de germinacién ademas de aumentar significativamente el contenido y tipo de
nutrientes dentro de la semilla, los hace mas facil de digerir y aumenta la
disponibilidad de los mismos.

Cuando un grano o semilla germina, se llevan a cabo numerosas reacciones
quimicas y enziméaticas que daran lugar a la nueva plantula, transformando en
pocas horas su composicién quimica. Aumenta la concentracion de agua en su
interior, los almidones se transforman en azlcares simples (dextrosa y
maltosa), aumenta la concentracion de proteinas que facilmente se
descomponen en aminoacidos, se incrementan aminoacidos y se sintetizan
algunos que no existian, se incrementa el volumen de alimento (se obtiene gran
cantidad de brotes a partir de pocas semillas), aumenta el contenido vitaminico,
las grasas se convierten en acidos grasos libres, los minerales se incrementan y
son biolégicamente asimilables, se incrementa la sintesis de clorofila, se
eliminan sustancias téxicas (acido fitico y é&cido oxdlico) y los brotes se
convierten en producto pre digerido, lo que facilita su asimilacion digestiva y
mejora la energia corporal (Jensen, 1994; Botero, 2015).

Los germinados son considerados alimentos vivos y entre los mas apreciados
por su blandura y su sabor se encuentran los de legumbres y cereales, como
alfalfa, amaranto, arveja, brécoli, cebada, frijol, garbanzo, girasol, lenteja, maiz,
quinua, rabano, soya, trébol, trigo, ajonjoli entre otros (Urbano et al., 2004,
Botero, 2015; Sangronis y Machado, 2007).

D. cedrosanum es la especie mas abundante dentro del género Dasylirion y su
semilla es comunmente consumida por roedores o animales silvestres en zonas
aridas. Son numerosas y su produccion podria representar una alternativa en la
obtencion de germinados de calidad nutritiva (Figura 11). Esta fuente seria de
gran aporte a la dieta humana, siempre y cuando se descarte la presencia de

compuestos toxicos para la salud. En esta investigacion se busca dar el primer
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paso en la obtencién de germinados de semilla de sotol, con enfoque hacia la
obtencion de brotes para consumo humano, que aporten sustancias de interés

nutricional.

(/- 1 AT IARE

Figura 11. Germinado de semilla de sotol (D. cedrosanum)
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MATERIALES Y METODOS
Cdédigo de barras de la vida
Colecta de material vegetal

Se utiliz6 material vegetativo de cinco especies diferentes del género Dasylirion,
el cual fue colectado de cinco localidades al norte de México (Figura 12). Cada
ejemplar fue etiquetado, georreferenciado y las muestras se recolectaron de
hojas sanas y jovenes de seis ejemplares diferentes de cada especie (Cuadro
2). Previo a la extraccion de ADN, el material fue lavado con una solucién de
hipoclorito al 1 % y posteriormente con etanol al 70 % por un minuto. Al final se
lavé con agua estéril y se dejo secar sobre toallas de papel.
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Figura 12. Sitios de colecta de material vegetal de especies de Dasylirion. Las localidades
comprenden los estados de Coahuila, Nuevo Ledn, San Luis Potosi y Zacatecas.
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Cuadro 2. Georreferencias de las especies de Dasylirion colectadas

_ Coordenadas Altitud
Especies Lugar de colecta
Latitud Longitud (msnm)
D. texanum Allende, Coahuila 28°10'12.6"  101°00'49.6" 520
D. leiophyllum Sierra Mojada, 27°16'19.3" 103°38'2.9" 1344
Coahuila
D. occidentalis San Juan de Hornillos, 23°03'645" 103°06'286" 2280
Zacatecas
D. palaciosii Guadalcazar, San Luis 22°37'57.8" 100°25'57.0" 1885
Potosi
D. quadrangulatum Dr. Arroyo, Nuevo Le6n  23°41'65.0" 100°15'9.3" 1857

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de las diferentes especies, se utilizd la metodologia
de Lopes et al. (1995) modificada. Se colocaron 20 mg de tejido fresco en un
mortero estéril y se molieron con N2 liquido; el polvo resultante se coloco en un
tubo eppendorf de 2 ml y se agregaron 800 ul de buffer de lisis (Tris-HCI 100
mM a pH = 8, NaCl 20 mM, EDTA 20 mM pH = 8.0 y N-Lauril-sarcosina al 1 %),
se mezclé completamente y se dejé reposar por 10 minutos. Se agregaron 800
pl de fenol (Sigma, Phenol Solution, equilibrado con Tris HCL 10 mM, pH 8.0,
EDTAL1 mM) para biologia molecular, se agitd en un vortex y se centrifugd por
20 min a 4 °C a 12,000 rpm. Se recuperé la fase acuosa en un nuevo tubo
eppendorf y se agregaron 100 pl de ARNsa en concentracion de 10 mg/ml y se
mezclé por inversion. Se agregaron 800 ul de isopropanol frio (-20 °C), se
mezclé hasta formar la madeja de ADN, la cual se colecté con un gancho de
pipeta Pasteur estéril y se trasfirio a un tubo nuevo eppendorf de 1.5 ml. La
pastilla se lavo con 200 pl de alcohol al 70 % (-20 °C) y se decantd. Se dej6
secar por 15 minutos y se resuspendié en agua destilada estéril, donde se
mantuvo en refrigeraciéon a 4 °C. Para su visualizaciéon se corrio un gel de

agarosa al 1%, con solucion TBE 0.5 X (Tris base, acido boérico y EDTA) al cual
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se adiciond colorante Gel Red Nucleic Acid BIOTUM, en proporcion de 1pl por
cada 10 ml de gel de agarosa. Se cargaron 6 pl de la muestra mas 3 pl de
buffer de carga (Trackit™).

Para determinar la concentracion y calidad de las muestras de ADN obtenidas,
se utiliz6 un NanoDrop ND-1000 (Software ND-1000), el cual proporciona
lecturas a partir de 1 yl de muestra concentrada. Los valores de concentracion
son reportados en ng/ul y la calidad se determina por la relacion entre la lectura
de absorbancia a 260nm, para acidos nucleicos y a 280nm para proteinas
(260/286), donde valores entre 1.6 y 1.8 son indicativos de pureza en las
muestras. Para llevar a cabo el proceso de amplificacion se prepararon

diluciones de ADN a una concentracion final de 50 ng/pl en agua estéril.

Analisis de complementariedad con iniciadores matKF 390 y matKR 1326
Los iniciadores universales matK 390F (5- CGA TCT ATT CAT TCA ATATTT
C- 3') y matK 1326R (5'- TCT AGC ACA CGA AAG TCG AAG T-3') propuestos
por Cuénoud et al., (2002), fueron utiles en la amplificacién del gen matK en las
especies de D. micropterum (KU535883.1) y D. miquihuanense (KU535884.1),
registradas actualmente en el GenBank del NCBI. Sin embargo, no funcionaron
para las especies de D. texanum, D. leiophyllum, D. occidentalis y D. palaciosii.
Para determinar la falla en el proceso de amplificacion se realiz6 un andlisis de
complementariedad, con la herramienta BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool).

Los oligonucleétidos matK 390F y matK 1326R se alinearon con las secuencias
completas del gen matK de D. wheeleri (HM640588.1) y D. serratifolium
(HM640587.1), dos Uunicos registros de genes completos para el género
Dasylirion en el GenBank (Kim y Kim, 2010). Se encontré un error de
coincidencia entre dos de las bases nucleotidicas del iniciador matK 390F con
respecto a las secuencias del GenBank mencionadas (Figura 13). Este
resultado explica en gran parte la ausencia de bandas de amplificacion en

algunas especies y en otros casos la obtencion de secuencias de baja calidad.
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Por lo anterior se propuso disefiar nuevos iniciadores matK para las especies

de Dasylirion colectadas.

a)Dasylirion wheeleri voucher Chase 3469(K) maturase K (matK) gene, complete cds; chloroplast
Sequence ID: HM640588.1 Length: 1560 Number of Matches: 11
p See 1 more title(s)

Range 1: 400 to 421 GenBank Graphics V Next Match
Score Expect Identities Caps Strand
28.2 bits(14) 0.004 20/22(91%) 0/22(0%) Plus/Plus

ey 2 IO 2
Sbjct 400 CGATCAATTCATTCAATTTTITC 421

b)Dasylirion serratifolium voucher Abisai et al., s.n.(RSA) maturase K (matK) gene, complete cds; chloroplast
Sequence ID: HM640587.1 Length: 1560 Number of Matches: 11

Range 1: 400 to 421 GenBank Graphics V¥V Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
28.2 bits(14) 0.004 20/22(91%) 0/22(0%) Plus/Plus

wery 3 IS
Sbjct 400 CGATCAATTCATTCAATTTTTC 421

Figura 13. a) Alineamiento del iniciador matK 390F con la secuencia del gen completo matK de
D. wheeleri registrada en GenBank-NCBI, b) Alineamiento del iniciador matK 390F con la
secuencia del gen completo matK de D. serratifolium registrada en el GenBank.

Disefio de iniciadores matK

Para la obtencion de los nuevos iniciadores se utilizaron los programas
Primer3Plus (Rozen y Skaletsky, 2000), FastPCR Professional 6.6 (Kalendar et
al., 2017) y la secuencia completa del gen matK de la especie D. wheeleri
(HM640588.1) registrada en el Gen Bank (Kim y Kim, 2010). De los iniciadores
generados se eligieron aquellos que presentaron el mayor porcentaje de
complejidad linguistica y mayor eficiencia en PCR in silico (matK 335F y matK
1327R), evaluados a través del programa FastPCR (Cuadro 3). Se buscé que la
zona amplificada coincidiera con la mayor parte de la region intercalada entre

los dos iniciadores universales (Jing et al., 2011).
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Cuadro 3. Iniciadores matK generados en Pirmer3Plus y probados en FastPCR.

Complejidad Eficiencia PCR in

Iniciador Secuencia (5'- 3" lingUistica silico
%
matK 335F TTTCATTCTCGTTGCGATTAG 85 80
matK 1327R ACTTTATTCGATACAAACCCTGTT 93 80
matK 413F CAATTTTTCCCTTTTTAGAGGACA 79 81
matK 1409R GAACCCAATCTTCGCAAAA 71 79

Amplificacién con nuevos iniciadores matK

Para probar la eficiencia de los iniciadores disefiados especificamente para el
género Dasylirion (matK 335F y matK 1327R), se realizd el proceso de
amplificacion para cada especie de Dasylirion. La reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevé al cabo en un volumen de 50 pul. Para la amplificacion
del gen matK, cada reaccién contenia 5 pl de Buffer Taq Standard 10X, 1 pl de
dNTPs 10 mM, 1 ul de primer Forward 10 pM, 1 pl de primer Reverso 10 pM,
0.25 ul de Taq polimerasa, 37.75 pl de agua libre de nucleasas y 4 ul de ADN
templado (50 ng/ul en agua estéril), todo lo anterior de acuerdo al protocolo de
kit BioLabs (Taq DNA Polymerase with Standard Taq Buffer).

Amplificacién con iniciadores rbcL

Para la amplificacion del gen rbcL, se utilizaron los iniciadores reportados por
Levin et al., (2003) y Kress y Erickson, (2007) (Cuadro 4). Cada reaccion
contenia 5 pl de Standard Taq Buffer 10X, 0.25 pl de dNTPs 10 mM, 1 pl de
primer Forward 10 pM, 1 pl de primer Reverso 10 pM, 0.25 ul de Taqg
polimerasa, 11.0 pl de agua libre de nucleasas, 25 ul de Trehalosa, 2.5 ul de

MgCly 4 ul de ADN templado (50 ng/ul en agua estéril).
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Cuadro 4. Iniciadores rbcL utilizados para la amplificacion.

Iniciador Secuencia 5- 3 Sentido  Tm (°C) Referencia

Soltis et al;
(1992)
rbcLaF ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC Derecho 61.3 modificado por
Levin et al;
(2003)

Fofana et al;
(1997)
rbcLaR GTAAAATCAAGTCCACCRCG Izquierdo 57.9 modificado por
Kress and
Erickson; (2007)

El programa de termociclador utilizado para cada iniciador se presenta en la
Cuadro 5. En ambos casos para la visualizacion de los productos de PCR, se
corrié un gel de agarosa al 1% con TBE 0.5 X, adicionado con GelRed Nucleid
Acid BIOTUM en proporcion de 1ul por cada 10 ml de gel. Se utilizé el marcador
de peso molecular Tracklt 1 Kb Plus DNA Ladder-Life Technologies. La
electroforesis se corrié en una camara de tipo horizontal a 115 Volts durante 30

min, posteriormente se observé en un fotodocumentador.

Cuadro 5. Programa del termociclador para la reacciébn en cadena de la

polimerasa (PCR).

Ciclos Fases Temperaturas Tiempo
rbcL matK (min)
Desnaturalizacion inicial 94.0 °C 94.0 °C 4:00
de ADN
40 Desnaturalizacion 94.0 °C 94.0 °C 0:30
Hibridacion 61.0 °C 57.8°C 0:35
Extension 72.0°C 72.0°C 0:35
Extension final 72.0°C 72.0°C 10:00

Secuenciacion
El proceso de secuenciacion de los productos de PCR obtenidos para cada

especie, se llevd al cabo en el Laboratorio de Servicios Gendmicos
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(LabSerGen) de la Unidad de Genémica Avanzada-CINVESTAYV, Irapuato, Gto.
La secuenciacion se realiz6 en ambos sentidos, con un secuenciador 3730x!

DNA Analyzer Applied Biosystems.

Calidad de secuencias nucleotidicas

Las secuencias matK y rbcL obtenidas para cada especie se evaluaron a través
del programa FinchTV version 1.4.0. Permite visualizar los electroferogramas
de cada reaccion de secuenciacion, donde cada base nucleotidica esta
representada por un pico de diferente color (verde para adenina, rojo para
timina, azul para citosina y negro para guanina). La intensidad de cada pico
determina el orden mas probable de las bases dentro de la cadena. El
programa proporciona un valor de calidad denominado como “valor de calidad
Q”. Este valor calculado como el logaritmo base 10 de la probabilidad de error
multiplicado por -10, representa la factibilidad de identificar una base
nitrogenada en una posicion especifica dentro de una secuencia. De manera
gue valores de Q = 10 (Q10), representan la probabilidad de error de uno en
diez (1/10), valores de Q = 20, representa la probabilidad de error de uno en
cien (1/100), valores de Q = 30, representa la probabilidad de error de uno en
mil (1/1000) y Q = 40 de uno en 10 000 (1/10 000). Secuencias con valores
promedio de Q = 30 o mayores, se consideran de buena calidad para ser

utilizadas como cédigo de barras de la vida (NABR, 2012).

Limpieza de secuencias

Con la finalidad de remover fracciones de baja calidad de las secuencias de
estudio, se llevé al cabo un proceso de limpieza, el cual consistié en cortar los
extremos donde generalmente se presentan bases nucleotidicas con valores de
Q < 30 y lo que se conoce comunmente como “background peaks” o ruido, el
cual estd marcado como una linea roja desordenada, que por lo general se
presenta al inicio y al final del electroferograma. El proceso se realiz6é tanto en
las secuencias derechas como en las secuencias izquierdas de los fragmentos

matK y rbcL para cada especie.
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Complementariedad entre secuencias derechas e izquierdas
Las secuencias derechas de cada ejemplar de las diferentes especies fueron
alineadas con sus respectivas secuencias izquierdas, con la herramienta Blastn,

para verificar la correcta correspondencia entre nucleétidos en ambos sentidos.

Traduccion de secuencias

Para verificar que las secuencias obtenidas fueran codificantes, éstas se
tradujeron a su secuencia proteica. El proceso se realizé por medio del paquete
seqinr del programa estadistico R, con lo cual se obtienen tres marcos de
lectura abierta. Se verificO que por lo menos uno de ellos presentara ausencia
de codones STOP.

Alineamiento

Para verificar la uniformidad entre las secuencias de una misma especie y
proceder a su analisis, se realiz6 un alineamiento en el programa ClustalX 2.1,
para cada especie (D. palaciosii, D. texanum, D. occidentalis, D. leiophyllum y
D. quadrangulatum), de aproximadamente 800 pb para el fragmento matK y de
500 pb para el gen rbcL. En casos sin completa uniformidad se generé una

secuencia consenso.

Andlisis filogenético

Se generaron dos archivos fasta, uno con las secuencias que corresponden al
gen matK y el segundo con las secuencias que corresponden al gen rbcL. Las
secuencias incluidas en cada archivo corresponden a las especies de D.
palaciosii, D. texanum, D. occidentalis, D. leiophyllum, D. quadrangulatum, D.
cedrosanum y D. berlandieri, las ultimas dos resultados de investigaciones
previas. Asimismo, se incluyeron las secuencias del GenBank (NCBI)
correspondientes a D. whelerii HM640588.1, D, serratifolium HM640587.1, D.
micropterum KU535883.1 y D. miquihuanense KU535884.1. Se usaron dos

grupos externos Asparagus officinalis (esparrago) KX677472.1) y Acorus


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX677472.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=KPXN94YD014
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gramineus DQO008864.1, ambas registradas en el GenBanK-NCBI. Con ayuda
de los paquetes seqinr y ape del programa estadistico R (R Core Team, 2018),
se leyeron los alineamientos, se trasformaron a formato binario con el comando
“‘DNADbIn” y se generaron matrices de distancias genéticas utilizando el modelo
de evolucion de Kimura de 2-pardmetros. Para la reconstruccion de los arboles

filogenéticos se utiliz el algoritmo UPGMA.

Estimacidn de tiempos de divergencia

Para estimar tiempos de divergencia entre especies de Dasylirion, se linearizé
el dendrograma construido en base a las secuencias matK con respecto al
tiempo. Se utilizaron dos grupos externos para enraizar el arbol filogenético,
Asparagus officinalis y Acorus gramineus, este Ultimo como dato absoluto de
calibracion interna (registro fésil) con una edad calculada de 132 millones de
afos. A partir de esta informacién, Good-Avila et al., (2006) obtuvieron limites
filogenéticos para la familia Agavaceae de 20 a 26 millones de afios y de < 10.1
millones de afios para Agave sensu lato. Como modelo de evolucién
nucleotidica se utilizé Kimura de 2-parametros, el cual se seleccioné en funcion
del criterio de informacién de Akaike (Akaike information criterion, AIC)
(Abascal, 2014). Una medida de la cantidad de la informacién que perdemos al
explicar un conjunto de datos utilizando un modelo en particular. Este dato se
puede obtener a través del programa ModelTest del paquete phangorn de R,
donde se prueban todas las opciones (JC, F81, K80, HKY, TrNe, TPM, TVM,
GTR), el modelo de evolucion que mejor se ajusta a los datos es aquel que
tiene un valor de AIC menor (Schliep, 2011). A partir del modelo seleccionado,
se construyé una matriz de distancias genéticas y con el método de
agrupamiento UPGMA se gener0 un arbol filogenético con las relaciones
evolutivas entre especies de Dasylirion y grupos externos. ElI nodo
correspondiente a Acorus gramineus, se calibro con el registro de 132 millones
de afos, dando como resultado estimaciones de tiempo de divergencia dentro y
fuera del género Dasylirion. Los tiempos estimados se reportaron en millones

de afos (Ma) para cada especie.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ008864.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=MK5P4AXR014
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Analisis bromatoldgico en semilla de D. cedrosanum

Se realiz6 analisis quimico proximal en semilla de sotol (D. cedrosanum) y trigo
(linea experimental del Dpto. de Cereales de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro) para determinar su calidad nutricional, de acuerdo al manual de
técnicas utilizadas como estandar internacional de la A.O.A.C. (1980
Association of Official Analytical Chemist Official Methods of Analytical Chemist)
Washington, D. C.

Colecta y procesamiento de la semilla

Se colectaron semillas de D. cedrosanum al término de la temporada de verano,
durante los afios 2011 y 2015 en tres localidades del noreste de México:
Buenavista, Coahuila (25°20'56.86" N, 101°2'16.49" O; 1769 msnm), San
Miguel, Coahuila (25°35'35.80" N, 101°5'40.30" O; 1120 msnm) y EI Novillo,
Zacatecas (24°43'2.80" N, 101°30'7.90" O; 1945 msnm) (Figura 14). Se
eligieron tres plantas al azar por localidad, se recolectaron sus escapos florales
y se extrajeron las semillas de cada uno de ellos. Las semillas se limpiaron de
forma manual a través de friccion entre dos bases de madera, seguida de un
proceso de soplado para eliminar los residuos de la cubierta. Se dejaron secar
sobre una superficie aireada por 24 h y se almacenaron en bolsas de papel

cubiertas con plastico bajo refrigeracion a 4 ° C, hasta su procesamiento.
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Figura 14. Sitios de colecta de la semilla de Dasylirion cedrosanum.

Molienda de la semilla

Los analisis se llevaron al cabo en muestras de 100 g de semilla por planta, se
pulverizaron en molino Thomas —Wiley Modelo 4 (Arthur H. Thomas Company
Philadelphia PA., USA) y se guardaron en recipientes de plastico, limpios y
secos en refrigeracion hasta su procesamiento. Se determiné el porciento de
materia seca total (MST), porciento de humedad (H), porciento de cenizas (C),
porciento proteina cruda (PC), porciento de extracto etéreo (EE), porciento de
fibra cruda (FC) y porciento de extracto libre de Nitrégeno (E.L.N). Para cada
muestra y control, el analisis de realizé por triplicado y se utilizo trigo (linea
experimental del Programa de Cereales de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro) como control.
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Materia seca total

Se colocaron 2 g de harina de semilla de sotol en crisoles de porcelana de peso
conocido y se secaron en estufa a temperatura de 100 — 105 °C hasta obtener
un peso constante (ISTA, 2018) (Figura 15) y se realizo el siguiente calculo.

% MST = [(Peso crisol con materia seca — Peso crisol) /g muestra] x 100.

El porciento de humedad se obtuvo por diferencia en base a la materia seca

total, a través del siguiente célculo.

% H =100 - % MST.

Figura 15. Determinacién de materia seca total.

Ceniza

Se incineraron 2 g de harina de semilla en crisol de porcelana a 600 °C hasta
obtener peso constante (2 horas). Para determinar el porcentaje de ceniza se
utilizé el siguiente calculo.

% C = [(Peso crisol con cenizas — Peso crisol) / g muestra] x 100.

Proteina cruda

Se utilizé el método de Kjeldahl (AOAC 7.031) para determinar el contenido de
nitrégeno. Se pesd 1 g de harina de semilla en un pedazo de papel filtro, se
coloc6 en matraz Kjeldahl de 1L con tres perlas de vidrio y se agregaron 30 ml
de H2SO4 concentrado con 5 g de mezcla reactiva de selenio. Se colocaron en

equipo de digestion Kjeldahl y se calentd, aproximadamente 40 min, hasta
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obtener un cambio de color de la reaccidén (verde). Se agreg6 agua destilada
(300 ml), tres granallas de Zinc y 100 ml de NaOH al 45 %. La mezcla se
destil6 en equipo Kjeldahl recuperando el destilado (200 ml) en matraz
Erlenmeyer de 500ml, el cual contenia 50 ml de acido bdrico al 4% y seis gotas
de indicador mixto (verde de bromocresol y rojo de metilo). El destilado obtenido
(250 ml total) se titul6 con H2SO4 0.1 N y se registro la cantidad de é&cido
necesario para obtener un viraje de color, de azul a amarillo claro (Figura 16).
Con los datos anteriores se calculé el porciento de N y de proteina en la

muestra a partir de las férmulas:

% N = (ml de H2S04) (0.014) (N) % PC = (% N) (6.25)

Donde:

% N = porciento de nitrégeno (N2)

ml de H2SO4 = ml utilizados para titular la muestra
0.014 = miliequivalente de nitrégeno (Nz)

N = Normalidad del H2SO4

6.25 = factor de conversion para proteina.

% PC = porciento de proteina cruda

:

e =
B N DL F- U AEN A ‘

Figura 16. Determinacion de nitrégeno organico por método Kjeldahl.
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Extracto etéreo

Se pesaron 4 g de harina de semilla de sotol en papel filtro, el cual se dobld y
se coloco dentro de un dedal de asbesto. El dedal se introdujo dentro del
Soxhlet y se coloco el matraz bola de fondo plano previamente pesado, el cual
contenia 200 ml de hexano. La muestra se sifoned durante 16 h continuas y
posteriormente se retird el solvente (Figura 17). El matraz conteniendo solo la
grasa se dejo secar en estufa a 100 °C por 24 h y se peso6 en balanza analitica
(AOAC 7.055). Para cuantificar el contenido de grasa se utilizd la siguiente

formula:

% EE = (Peso de matraz con grasa — Peso de matraz/g de muestra) *100.

Figura 17. Obtencién de extracto etéreo (EE).

Fibra cruda

A partir del residuo desengrasado que quedé en el dedal en la determinacién
del extracto etéreo, se pesaron 2 g en vasos Berzelius de vidrio de 500 ml. A
cada vaso se agregaron 100 ml de H2SOa4 0.2 N, realizando un proceso de
digestion durante 30 min. El residuo se filtr6 a través de un cedazo de tela
colocado en embudo de vidrio. Con ayuda de una piseta llena de agua caliente
se lavo varias veces el residuo hasta quitar el exceso de acido. El filtrado se
regresO al vaso Berzelius, se agregaron 100 ml de NaOH 0.3 N y se hirvié
durante 30 min mas. El residuo se filtr6 a través del cedazo y se lavo varias
veces con agua caliente hasta quitar el exceso de hidréxido. Con ayuda de una
espatula se paso la muestra a un crisol limpio y seco y se llevé a estufa a 100
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°C por 24 h. Posteriormente se peso el crisol y se registraron los datos. El crisol
con la muestra seca se quemo y se llevo a incineracién en mufla a 600 °C por 2
h y después de enfriar se volvio a pesar registrando los datos (Figura 18).
Finalmente se calculo el % FC de acuerdo a la siguiente formula (AOAC 7.061).

%FC= [(Peso crisol con fibra seca — Peso crisol con ceniza) /g muestra] * 100

yo

-
N 5z 2

Figura 18. Determinacion de fibra: a) proceso de digestién, b) filtrado de la muestra, c) crisoles
con fibra digerida, d) secado de la fibra y €) peso de crisoles con fibra seca.

Extracto libre de nitrégeno

Se determind por diferencia del 100 % con el resto de las determinaciones,
donde ELN = extracto libre de nitrdgeno.

ELN = 100 — [%C = porciento de cenizas + %PC = porciento de proteina cruda
+ %EE = porciento de extracto etéreo + %FC = porciento de fibra cruda + %H =

porciento de humedad]

Andlisis mineral en semilla de D. cedrosanum

Para determinar el contenido mineral en harina de semilla de sotol y trigo, se
prepard una solucion de solidos no disueltos al 1 % en agua destilada. Los
sélidos no disueltos se obtuvieron mezclando un gramo de harina de semilla
con 40 ml de una mezcla de acido nitrico (HNOgs) y acido perclérico (HCIO4) 3:1
en un vaso de pp. La mezcla se calenté a 200 °C hasta que la muestra fue
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digerida completamente quedando solo un residuo de color blanco (solidos no
disueltos) y 20ml de la mezcla acida. Se agregaron 20 ml de agua desionizada
y se paso el contenido a través de un papel filtro whatman # 42, recuperando el
filtrado en un matraz de aforacion de 100 ml. Se afor6 a 100 ml con agua
desionizada y se tomé un 1 ml de dicha solucién. EI ml se pasé a un nuevo
matraz de aforacion de 100 ml y se afor6 con agua desionizada, obteniendo asi
una solucion al 1%. Ambas soluciones, concentrada y diluida (1 %) se llevaron a
un espectrofotometro de absorcion atdbmica Varian AA-1275 series.

A través de lamparas de catodo hueco multielementales y unielementales a
longitud de onda (A) especifica para cada elemento, se detectaron los minerales
presentes en cada muestra (AOAC 7.091). Para detectar la mayoria de los
elementos se utilizé gas acetileno (C2Hz) y aire, mientras que para detectar el
calcio (Ca) se utilizé 6xido nitroso (N20) y acetileno (C2Hz2). De acuerdo los
minerales analizados se prepararon soluciones estandar para cada elemento a
1, 2 y 3 ppm (Figura 19). El equipo proporciona la concentracion de cada

elemento en ppm el cual multiplicado por el factor de dilucion (0.1) nos

proporciona la concentracion del elemento en mg/g de muestra.

Figura 19. Determinacion de minerales: a) peso de muestras, b) digestién &cida de la muestra,
c) obtencion de sdlidos no disueltos, d) filtrado de sélidos no disueltos y €) lectura en
espectroscopia de absorcion atémica.
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Determinacion de fosforo por espectrofotometria

A partir de la solucion de solidos no disueltos al 1 % se colocé 1 ml de muestra
en tubo de ensaye de 15 x 100 mm, se agregaron 5 ml de molibdato de amonio
(NH4)sM07024 - 4 H20 y 2 ml de &cido aminonaftol sulfénico (ANSA), se agitaron
en vortex y se dejaron reposar por 20 minutos, al término se obtuvo un viraje de
color azul y se leyeron en espectrofotometro (Thermo Spectronic) a longitud de
onda de 640 nm. Para determinar la concentracion del elemento en cada
muestra se realizé una curva de calibracion de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm a partir
de un estandar de fosforo de 100 ppm (Figura 20).

Figura 20. Determinacién de fésforo por espectrofotometria.

Andlisis bromatolégico en germinado de D. cedrosanum

Se realiz6 un analisis quimico proximal del germinado de semilla de sotol (D.
cedrosanum), de acuerdo al manual de técnicas utilizadas como estandar
internacional de la A.O.A.C (1980). Para la obtencién del germinado se
colectaron semillas de una planta de D. cedrosanum ubicada en el jardin
botanico de la UAAAN con clave 2011-3-1. Se tomaron porciones de 500
semillas y se lavaron en vaso de precipitado con hipoclorito de sodio al 1% por
un minuto, seguido de un lavado con alcohol al 70% por un minuto y finalmente
se lavaron con agua estéril hasta quitar el exceso de los lavados anteriores. Las
semillas se extendieron de manera uniforme sobre un pedazo de manta

humedecida, dentro de una charola de aluminio (Figura 21). La charola se
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cubrié con papel aluminio y se colocé en incubadora a 25 °C por 20 dias. Las
plantulas se pesaron directamente para obtener su peso fresco y se colocaron
en estufa a 60 °C para obtener su peso seco. Las plantulas deshidratadas se
molieron en mortero y el pulverizado se almacend en un recipiente limpio y seco

hasta su procesamiento.

Las semillas  fueron  lavadas  con Sk colechron cobre Una tels de alged

Hipaciorito al 1%, alcohol al 70% y B dentro de charolas de aluminio . Inccién
agua destilada. 4 (25°%C ).

oAk ian KRR

T

£l germinado se deshidratd A base de la harina del
geminado se reallzo andlisis
bromatologico.

Figura 21. Obtencion de germinados de semilla de D. cedrosanum
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caodigo de barras de la vida

Calidad de ADN
Los resultados de calidad basados en la relacion de absorbancia 260/280, se
presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Concentraciones y calidad de ADN

Especie ID Concentracion de ADN Absorbancia Absorbancia Relacion
ng/pl 260 280 260/280

D. leiophyllum ES-01 4844.88 96898 52556 1.84

ES-02 3962.66 79253 41806 1.90

ES-03 1511.99 30240 22201 1.36

ES-04 4964.15 99283 55242 1.80

ES-05 3809.7 76194 40042 1.90

ES-06 3981.35 79627 41354 1.93

D. occidentalis HO-01 2639.77 52795 33018 1.60

HO-02 3339.83 66797 38947 1.72

HO-03 2857.43 57149 35333 1.62

HO-04 3323.59 66472 40086 1.66

HO-05 2116.27 42325 26577 1.59

HO-06 4634.75 92695 54482 1.70

HO-07 4515.97 90319 53422 1.69

D. palaciosii GU-01 3877.5 77550 45019 1.72

GU-02 4168.44 83369 48054 1.73

GU-03 3270.73 65415 40076 1.63

GU-04 3899.54 77991 46727 1.67

GU-05 4709.94 94199 55488 1.70

GU-06 4475.9 89518 52017 1.72

D. texanum AL-01 4134.98 82700 47141 1.75

AL-02 4901.04 98021 58790 1.67

AL-03 4782.59 95652 56366 1.70

AL-04 3890.21 77804 45105 1.72

AL-05 3531.45 70629 40648 1.74

AL-06 5236.59 104732 71708 1.46

D. quadrangulatum DA-08 3354.48 3354 2610 1.29

DA-09 3142.45 3142 2557 1.23

DA-10 3075.27 3075 2689 1.14

DA-11 3130.81 3131 2281 1.37

DA-12 2497.02 2497 1755 1.42
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Se obtuvieron concentraciones de ADN en el rango de 2497.02 ng/pl a 5236.59
ng/pl, que fueron relativamente altas y suficientes, ya que para llevar al cabo el
proceso de amplificacion solo se necesitan concentraciones cercanas a los 50
ng/pl. En cuanto a la calidad del ADN, las muestras presentaron una relacion
de absorbancia (260/280) en el rango de 1.14 a 1.90, la cual es suficiente para
ser consideradas como de buena calidad, ya que el valor estimado como ideal
es de 1.80.

Amplificacién con iniciadores matK 390F y matK 1326R

En la Figura 22 se presentan cuatro patrones electroforéticos. Cada uno
muestra los productos de PCR a partir de los iniciadores matK 390F y matK
1326R (Cuénoud et al., 2002) para cada especie de Dasylirion. Las Figuras 19a
y 19b, corresponden a las especies de D. palaciosii y D. texanum,
respectivamente. En ambas iméagenes se muestra la ausencia de bandas de
amplificacion, excepto en el caso de los controles positivos (C+) que
corresponden a D. cedrosanum, donde es evidente que los iniciadores
amplifican para esta especie. Las Figuras 22c y 22d corresponden a las
especies D. occidentalis y D. leiophyllum. Se aprecian bandas con mayor
definicién, sobre todo en la especie D. occidentalis, donde se lograron amplificar
muestras de siete ejemplares. Sin embargo, en D. leiophyllum el bandeo es
intermitente y muestra bandas débiles y marcadas de forma alternada.

Para llevar al cabo un proceso efectivo de PCR es necesario que uno de los
iniciadores tenga la misma secuencia que se encuentra en una de las cadenas
del ADN vy el otro iniciador tenga la secuencia complementaria que estara al
final del fragmento que se quiere amplificar (Espinosa-Asuar, 2007). Lo anterior
no se cumple con el iniciador matK 390F, la prueba de complementariedad
realizada con las secuencias de D. wheeleri y D. serratifolium (Figura 9) aunado
a la presencia de bandas intermitentes y la obtenciéon de secuencias de mala
calidad con valores promedio de Q < 30, son evidencia de que los iniciadores
propuestos por Cuénoud et al. (2002) no son efectivos en todas las especies de

Dasylirion incluidas en este estudio.
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Figura 22. Resultados de PCR de una secuencia parcial del gen matK a partir de iniciadores
matK 390F y matK 1326R (Cuénoud et al., 2002) en especies del género Dasylirion; a) D.
palaciosii; b) D. texanum; c) D. occidentalis y d) D. leiophyllum.

Amplificacién con nuevos iniciadores matK 335F y matK 1327R

En la Figura 23 se presentan cinco patrones electroforéticos. Cada uno
corresponde a la amplificacion del gen matK en diferentes especies de
Dasylirion. Para cada especie se amplifico el gen en 5 0 7 ejemplares. Para el
proceso de amplificacion se utilizaron los nuevos iniciadores matK 335F y matK
1327R en las especies de estudio de D. palaciosii, D. texanum, D. occidentalis
D. leiophyllum y D. quadrangulatum. La amplificacion resultd exitosa con
bandas de amplificacion bien definidas de 1000 pb para las cinco especies.
Solamente en D. occidentalis (Figura 23 c) se presentd una banda débil (H5), lo

cual puede deberse a una dilucion de baja concentracién.



49

pb PM Gl G2 G3 G4 ; £ PM Al A2 A3 A4 AIS A6 C- Ce

00

500
700
1000

ot »° PM D8 DI D0 DIl D12 C+

500
100
1650

1000

Figura 23. Resultados de PCR de una secuencia parcial del gen matK a partir de iniciadores
matK 335F y matK 1327R en especies de Dasylirion: a) D. palaciosii, b) D. texanum, c) D.
occidentalis, d) D. leiophyllum y e) D. quadrangulatum.

Amplificacién con iniciadores rbcL

En la Figura 24 se presentan cinco patrones electroforéticos. Cada uno
corresponde a la amplificacion del gen rbcL en diferentes especies de
Dasylirion. D. palaciosii, D. texanum, D. occidentalis, D. leiophyllum y D.
quadrangulatum. La amplificacion resultd exitosa presentando bandas de

amplificacion bien definidas de 650 pb para las cinco especies.
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Figura 24. Resultados de PCR de una secuencia parcial del gen rbcL a partir de iniciadores
rbcLaF y rbcLaR en especies de Dasylirion: a) D. palaciosii, b) D. texanum, ¢) D. occidentalis, d)
D. leiophyllum y e) D. quadrangulatum.

Calidad de las secuencias

Las secuencias originales de los fragmentos matK y rbcL presentaron valores
promedios de Q de entre 36 y 64. Mientras que las secuencias limpias para las
diferentes especies de Dasylirion, presentaron valores de calidad (valor Q) por
arriba de 30, lo cual indica probabilidades de error < 1/1000. Son valores
suficientes para considerar que las secuencias son buena calidad (NABR,
2012).

Traduccion de secuencias
Se obtuvieron tres marcos de lectura para cada secuencia. La ausencia de

codones de stop garantiza la obtencion de lectura de una proteina completa por

M
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secuencia. Todas las secuencias que se tradujeron presentaron al menos un

marco de lectura sin codones de stop.

Alineamiento de secuencias

A partir de los alineamientos de las secuencias obtenidas para cada especie, se
observd que son uniformes entre si, excepto en el caso de D. texanum, donde
las secuencias resultaron no uniformes, con diferencia en una base
nucleotidica, por lo cual hay dos tipos de secuencias para la especie. En este
caso se obtuvo una secuencia consenso (secuencias representativas de los
nucleétidos con mayor frecuencia). Para cada especie se obtuvieron secuencias
matK de hasta 734- pb para D. leiophyllum, 809 pb para D. occidentalis, 871 pb
para D. palaciosii, 805 pb para D. texanum y 703 para D. quadrangulatum. En el
caso de rbcL se obtuvieron secuencias de 525 pb para D. leiophyllum, 517 pb
para D. occidentalis, 517 pb para D. palaciosii, 516 pb para D. texanum y 516
pb para D. quadrangulatum.

Obtencion de matrices de sustitucion nucleotidica

En el Cuadro 7 se presenta la matriz de sustituciones nucleotidicas para el gen
matK. Los pares de especies con mas substituciones fueron D. berlandieri y D.
cedrosanum, asi como D. micropterum y D. leiophyllum, ambos casos con 6
susbtituciones nucleotidicas.

Las comparaciones con 5 sustituciones nucleotidicas ocurrieron en D.
berlandieri con respecto a D. occidentalis y D. serratifolium, D. micropterum con
respecto a D. cedrosanum y D. wheeleri, asi como D. leiophyllum con respecto
a D. wheeleri.

Las comparaciones entre especies que comparten 4 sustituciones nucleotidicas
son D. occidentalis con respecto a D. micropterum y D. leiophyllum, D. texanum
y D. Dberlandieri, D. cedrosanum y D. wheeleri, D. quadranulatum y D.
leiophyllum, D. micropterum y D. serratifolium, D. miquihuanense y D.
leiophyllum, D. serratifolium y D. leiophyllum y por ultimo D. leiophyllum con

respecto a D. occidentalis y D. palaciosii
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Por otro lado, D. occidentalis presenta diferencia de 3 sustituciones
nucleotidicas con respecto a D. cedrosanum y D. wheeleri, asi como D.
texanum con respecto a D. micropterum y D. leiophyllum, de igual manera D.
berlandieri presenta 3 diferencias nucleotidicas con D. quadrangulatum, D.
micropterum, D. miquihuanense y D. palaciosii. La especie D. cedrosanum
presenta el mismo numero de sustituciones con D. occidentalis, D.
quadrangulatum, D. miquihuanense, D. serratifolium y D. palaciosii; asi como D.
wheeleri con respecto a D. quadrangulatum, D. miquihuanense y D. palaciosii.
Por su parte D. occidentalis presenta diferencia de 2 sustituciones con respecto
a D. quadrangulatum, D. miquihuanense, D. serratifolium y D. palaciosii. Al igual
que D. texanum con respecto a D. cedrosanum y D. wheeleri. La especie D.
guadrangulatum presenta diferencia de 2 con D. micropterum y D. serratifolium;
D. micropterum con D. miquihuanense y D. palaciosii; D. serratifolium con D.
miquihuanense y D. palaciosii

Las comparaciones con solo una sustitucion nucleotidica fueron entre D.
texanum y las especies D. occidentalis, D. quadrangulatum, D. miquihuanense,
D. serratifolium y D. palaciosii, Asi como D. cedrosanum y D. leiophyllum, D.
serratifolium y D. wheeleri.

Las especies que al ser comparadas no presentaron sustituciones entre si (0)
fueron D. miquihuanense, D. palaciosii y D. quadrangulatum. La especie de
referencia externa, Asparagus officinalis, tiene de 38 a 41 sustituciones

nucleotidicas con respecto a las especies de Dasylirion.
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Cuadro 7. Matriz de substitucion nucleotidica para el gen matK entre especies

de Dasylirion y el grupo externo, Asparagus officinalis.
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Para el caso de la matriz construida para el gen rbcL (Cuadro 8), solo las
especies de D. cedrosanum y D. leiophyllum presentaron diferencia, la cual
corresponde a una substitucién nucleotidica, al ser comparadas con cada una
de las especies restantes de Dasylirion. La especie Asparagus officinalis
presentd entre 19 y 20 sustituciones nucleotidicas con respecto a las especies

de Dasylirion.
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Cuadro 8. Matriz de substitucion nucleotidica para el gen rbcL entre especies

de Dasylirion y el grupo externo, Asparagus officinalis.
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Obtencién de dendrogramas

En esta parte del estudio se buscé la representacion jerarquica de especies de
Dasylirion, con base en sus secuencias rbcL, matK y la concatenaciéon de matK
con rbcL. En la Figura 25 se pueden observar las asociaciones entre las
especies de Dasylirion, donde D. berlandieri (distribuida en Nuevo Ledn) y D.
micropterum (distribuida en Coahuila y Nuevo Le6n) comparten un mayor
parecido entre si que con el resto de los subgrupos formados, estas especies
tienden a crecer en montafia, dentro o cerca de bosque de coniferas y encinos.
De la misma forma D. cedrosanum (Coahuila) y D. leiophyllum (Coahuila y
Chihuahua), se encuentran estrechamente relacionadas y se caracterizan por
crecer en matorral desértico. Por su parte D. texanum (Coahuila) y D.
occidentalis (Zacatecas) forman un subgrupo de afinidad geografica moderada,
ambas especies se desarrollan en substratos rocosos. Las especies de D.
serratifolium (Oaxaca) y D. wheeleri (Chihuahua y Sonora) se agrupan en un
clado, y tienen parecido entre secuencias, a pesar de ser de lugares alejados.
Mientras tanto, las secuencias de D. palaciosii (San Luis Potosi), D.
miquihuanense (Tamaulipas) y D. quadrangulatum (Nuevo Ledn), especies del

centro-este del pais, comparten un mayor parecido evolutivo, agrupandose en
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un solo clado. De manera general las especies de Dasylirion forman tres
subgrupos, uno de ellos formado por especies del noreste de México (Coahuila
y Nuevo Ledn) y los otros dos se unen en un grupo mas grande que comprende
especies ubicadas en el norte, centro y sur del pais (Coahuila, Chihuahua,
Nuevo Ledn Zacatecas, San Luis Potosi y Oaxaca). Cabe aclarar que
solamente los datos de secuencia de D. wheeleri y D. serratifolium no fueron
obtenidos por el grupo de trabajo de la UAAAN. Es solamente para estas
especies donde no hay consistencia entre la cercania genética y la geogréfica,

y las secuencias requieren verificacion en un futuro.
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Figura 25. Dendrograma para especies de Dasylirion construido con base en secuencias matK.

Villarreal-Quintanilla et al. (2016) utilizaron secuencias de cloroplasto matK vy
rbcL como medio complementario de caracterizacion de una nueva especie de
Dasylirion (D. micropterum) y construyeron dendrogramas a partir de las
secuencias, con inclusion de D. miquihuanense, D. wheeleri y D. serratifolium.
La topologia de los arboles mostré la formacion de dos subgrupos, uno formado
por D. miquihuanense y D. micropterum y el segundo entre D. wheeleri y D.
serratifolium, esta dltima asociacion coincide con la encontrada en nuestro

estudio, donde ambas especies se conservan en un mismo clado.
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En la Figura 26 se presenta el dendrograma obtenido para las especies de
Dasylirion de acuerdo con las secuencias rbcL. Las especies forman un grupo
muy consistente, resultado de la escasa variacion encontrada en los fragmentos
rbcL amplificados. El algoritmo agrupa las secuencias en solo 2 clados, uno
formado por D. cedrosanum y D. leiophyllum, cuya asociacion coincide con la
generada por matK (Figura 25) y el segundo grupo formado por el resto de las
especies (D. berlandieri, D. texanum, D. occidentalis, D. palacciosii, D.
quadrangulatum, D. serratifolium, D. wheeleri, D. micropterum y D.
miquihuanense). Este resultado refuerza la cercania genética entre D.
cedrosanum y D. leiophyllum, ambas especies de matorral desértico y de

utilidad en la elaboracion de la bebida.
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Figura 26. Dendrograma para especies de Dasylirion construido con base en secuencias rbcL.

En la Figura 27 se presenta el dendrograma construido con base en las
secuencias concatenadas matK y rbcL para cada especie de Dasylirion. El
agrupamiento del dendrograma conserva la formacién de subgrupos con pares
de especies estrechamente relacionadas como D. cedrosanum y D. leiophyllum,

cuya relacion cercana es evidente en los tres dendrogramas y forman un clado
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anico. Por otra parte D. berlandieri y D. micropterum comparten un mayor
parecido entre si, que con el resto de los subgrupos. Las especies D. texanum y
D. occidentalis se encuentran mayormente emparentados formando un
subgrupo, al igual que D. serratifolium y D. wheeleri. Las especies D. palaciosii,
D. quadrangulatum y D. miquihuanense se agrupan en un solo clado con un
mayor parecido entre sus secuencias, ya que no presentaron variacion

nucleotidica entre ellas.
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Figura 27. Dendrograma para las especies de Dasylirion a partir de secuencias concatenadas
matK-rbcL.

Andlisis filogenético

La construccién de arboles filogenéticos busca representar la mejor hipétesis
sobre como evolucion6 un conjunto de especies a partir de un ancestro coman.
Existen pocos estudios dirigidos a las relaciones evolutivas del género

Dasylirion. Autores como Hutchinson (1934), Cronquist (1981) y Dahlgren et al.
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(1985) realizaron estudios de clasificacion taxondémica con base en sus
caracteristicas morfolégicas. Encontraron una fuerte relaciéon entre Dasylirion y
los géneros Nolina, Beaucarnea y Calibanus (Bogler, 1995).

Con el surgimiento de la biologia molecular, se dio paso a la inferencia de la
historia evolutiva de las especies a partir de la informacién contenida en el
genoma. Bogler (1995) realiz6 estudios filogenéticos dentro y fuera del género
Dasylirion con base en secuencias de cloroplasto ITS1 e ITS2. Confirmé
relaciones evolutivas a nivel de género con Nolina, Beaucarnea y Calibanus y a
nivel de especie encontrd la formacién de dos grupos. Uno que contiene a las
especies del sur, centro y noreste de México y otro que contiene a las especies
del sur de Texas, una especie de Coahuila y una de Sonora.

La variacion nucleotidica existente, sobre todo en las secuencias matK de las
especies de Dasylirion, nos dan la opcion de profundizar en las relaciones de
emparentamiento, las cuales se presentan en la Figura 28. En el dendrograma
se muestra las relaciones existentes entre las especies de Dasylirion y los
grupos externos Asparagus officinalis y Acorus gramineus, este Ultimo como
registro fosil de calibracion interna, a partir del cual se determinaron tiempos
evolutivos para el género. La edad de la corona es de 132 Ma. Cabe mencionar
gue las secuencias matK de D. palaciosii y D. quadrangulatum, no se integraron
a dicho dendrograma ya que son redundantes con D. miquihuanense. Por ello
solo se muestra la asociacion de D. miquihuanense con D. texanum y D.
occidentalis. El resto de los subgrupos formados por D. micropterum y D.
berlandieri, asi como los conformados por D. leiophyllum y D. cedrosanum,

ademas de D. wheeleri y D. serratifolium se mantienen.
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Figura 28. Dendrograma para especies de Dasylirion a partir de secuencias matK, con
Asparagus officinales y Acorus gramineus (registro fésil, 132 Ma) como grupos externos.

En la Figura 29 se presenta el arbol filogenético obtenido con base en
secuencias matK y las longitudes de tiempo de las ramas estimadas a partir del
registro fésil de Acorus gramineus de 132 millones de afios (Ma). De acuerdo
con los datos estimados, el género Dasylirion compartié un ancestro comun con
A. officinales (género Asparagus) hace aproximadamente 38.09 millones de
ainos (Ma). Ambos taxa pertenecen a la familia Asparagaceae, y en este sentido
el dato esta dentro de lo estimado por Good-Avila et al. (2006) quienes estiman
una edad en el rango de 60 a 69 millones de afos para el orden Asparagales, a
partir de un registro fésil reportado por Henrendeen y Crane (1995) de 37.5

millones de afios (Magallon y Sanderson, 1998).
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La existencia del ancestro comun entre Dasylirion y A. officinales muy
probablemente se ubica durante la transicion de la época del Eoceno (hace
55.8 Ma) al Oligoceno (hace 33.9 Ma) durante la era Cenozoica. Al parecer
durante éstas épocas se experimentaron cambios climaticos y geograficos, con
cambios de clima calido a un clima global mas frio y heterogéneo que los
experimentados en la era Mesozoica (Fenero et al., 2010). Es comun que
después de un evento geologico se extingan y surjan nuevas especies. Este
hecho podria marcar la divergencia de Dasylirion a partir de su ancestro comun

con A. officinalis.

Tiempos de divergencia secuencias matK

34.19
93.91
[38.09 AsparagusO
132 Agramineus
I I I I I I ]
120 100 80 60 40 20 0

Millones de afios (Ma)

Figura 29. Estimacion de tiempos evolutivos en especies de Dasylirion a partir de secuencias
matK, con Asparagus officinales y Acorus gramineus (registro fosil, 132 Ma) como grupos
externos.
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Para observar el agrupamiento especifico en el género Dasylirion, se presenta
un subarbol con tiempos evolutivos en la Figura 30. Se estima que las especies
de Dasylirion divergieron a partir de un ancestro comdn al menos hace
aproximadamente 3.90 Ma. Justamente dentro de la época del Plioceno, entre
2.58 y 5.33 Ma, que se ubica durante la era Cenozoica (Stratigraphy.org, 2019).
Esta es una estimacion minima ya que no estan incluidas todas las especies de
Dasylirion.

Por otra parte, se estimaron edades de divergencia entre las diferentes
especies de Dasylirion. Se estimo6 un tiempo de 1.88 millones de afios, entre D.
berlandieri y D. micropterum. El segundo grupo contiene al resto de las
especies, donde se estimo un tiempo de divergencia entre D. leiophyllum y D.
cedrosanum de 0.94 Ma. Para D. serratifolium y D. wheelerii se estimaron
tiempos de divergencia de 0.94 Ma, al igual que para la divergencia entre D.
texanum y D. occidentalis. Al parecer estas dos Ultimas especies comparten un
ancestro comun con D. miquihuanense, para el cual se estima una edad de
divergencia de 1.41 Ma.

Con base en los tiempos estimados para las especies de Dasylirion, se deduce
que D. berlandieri y D. micropterum presentan una divergencia mas temprana
(1.88 Ma) que el resto de las especies. Por su parte D. serratifolium y D.
wheeleri, asi como D. texanum y D. occidentalis, presentan basicamente

tiempos de divergencia iguales de 0.94 Ma.
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Figura 30. Subarbol para las especies de Dasylirion, con tiempos evolutivos a partir de
secuencias matK.

En la Figura 31 se presenta el arbol filogenético para las especies de Dasylirion
a partir de secuencias matK, donde el valor en cada nodo representa el error
estandar (EE) para los tiempos de divergencia calculados entre las diferentes
especies (Figura 29). De acuerdo con los datos obtenidos, se deduce que
Dasylirion y A. officinales (género Asparagus) divergieron a partir de un
ancestro comun hace 38.09 millones de afios (Ma) + 2 EE (5.39) = 10.78, que lo
ubica en un rango de 27.31 a 48.87 Ma. Mientras que para las especies de
Dasylirion se estima su divergencia a partir de un ancestro comudn al menos
hace 3.90 Ma £ 2 EE (1.119) = 2.23, en un rango de 1.67 a 6.13 Ma.
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Figura 31. Arbol filogenético de las especies de Dasylirion con errores estandar de los tiempos
de divergencia estimados con base en secuencias matK.

En la Figura 32 se presenta el arbol filogenético construido con base en las
secuencias matK y rbcL concatenadas. La topologia del arbol es igual a la
obtenida solo con secuencias matK (Figura 29). Esto se debe a que las
secuencias rbcL no presentaron variacion entre las especies de Dasylirion, por
lo tanto, no se modificaron las asociaciones obtenidas con base en secuencias
matK. Los tiempos calculados con base en las secuencias concatenadas matK-
rbcL son muy cercanos a los obtenidos solo con secuencias matK. Se calculé
un tiempo de divergencia de 47.27 Ma entre Dasylirion y el ancestro comdn con

Asparagus oficinales. Este valor es mayor al estimado solo con secuencias
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matK, que se mantiene dentro de la edad de 60 a 69 Ma calculada para el

orden Asparagales por Good-Avila et al. (2006).

Tiempos de divergencia concatenacién matK-rbcL
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Figura 32. Estimacion de tiempos de divergencia en especies de Dasylirion a partir de
secuencias matK-rbcL concatenadas.

En la Figura 33 se presenta un subarbol con tiempos de divergencia a partir de
secuencias concatenadas matK-rbcL, con el agrupamiento especifico para el
género Dasylirion. De acuerdo con los datos obtenidos se estima que las
especies de Dasylirion divergieron a partir de un ancestro comun hace

aproximadamente 3.98 Ma. Este valor es muy cercano al estimado solo con
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secuencias matK. Este evento se ubica en la época del Plioceno durante la era
Cenozoica entre 2.58 y 5.33 Ma (Stratigraphy. org, 2019). Cabe mencionar que
esta estimacion es minima, ya que no se incluyen todas las especies de
Dasylirion en este estudio.

Se sabe que, durante el Plioceno, se formé el Istmo de Panama que unid a
Sudamérica con Norteamérica hace 3.5 Ma. Este evento trajo consigo la
extincion de fauna marsupial sudamericana y cambios en la temperatura global.
Las corrientes ecuatoriales célidas fueron cortadas y comenz6 un ciclo de
enfriamiento en el Atlantico. Se experimentaron cambios hacia un clima mas
frio, seco y estacional, lo cual ocasiono la reduccion de las especies tropicales a
nivel mundial. Los bosques caducifolios, de coniferas y tundra proliferaron,
mientras que los pastizales se esparcieron y aparecieron la sabana y los
desiertos en Asia y Africa.

El género Dasylirion es uno de los grupos mas adaptados a climas frios y secos
actualmente en zonas aridas y semiaridas de Norteamérica. Su tiempo minimo
de divergencia datado en 3.98 Ma corresponde con los eventos del Plioceno
(2.58 a 5.33 Ma), marcado por cambios en el clima y la generacion de
vegetacion adaptada a climas secos. Algunos autores refieren que la
generacion de climas secos y la vegetacion adaptada a ellos, parece ser una de
las circunstancias que contribuyeron a la diferenciacién de los antepasados del
género Homo en el este de Africa.

Las estimaciones de edades de divergencia entre algunas especies de
Dasylirion son menores a partir de secuencias concatenadas. Se estimé un
tiempo de 0.78 Ma, entre D. leiophyllum y D. cedrosanum. Para D. berlandieri y
D. micropterum se estimé un tiempo de 1.57 Ma. Para las especies de D.
serratifolium y D. wheeleri se estimaron tiempos de divergencia de 0.78 Ma, al
igual que la asociacién entre D. texanum y D. occidentalis. Estas dos ultimas
comparten un ancestro comun con D. miquihuanense, con una edad de
divergencia de 1.18 Ma.

Algunos investigadores han realizado estudios para determinar tiempos de

divergencia en familias como la Agavaceae. Bogler (2006) estima el origen de la
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familia < 40 Ma. Otros estudios indican que la familia Cactaceae probablemente
se originé hace 30 Ma (Nyfeller, 2002). De acuerdo a la edad datada para el
género Dasylirion, es probable que éste se haya originado hace
aproximadamente 3.98 Ma, estimacion minima ya que no se incluyen todas las
especies de Dasylirion, con lo cual se puede considerar como género

relativamente joven.

Tiempos de divergencia concatenacion matK-rbclL
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Figura 33. Subarbol para las especies de Dasylirion, con tiempos evolutivos a partir de
secuencias concatenadas matK-rbcL.

En la Figura 34 se presenta el arbol filogenético para las especies de Dasylirion
a partir de secuencias concatenadas matK-rbcL, donde el valor en cada nodo
representa el error estdndar (EE) para los tiempos de divergencia calculados en
la Figura 32. De acuerdo a los datos obtenidos, se deduce que Dasylirion y A.
officinales (género Asparagus) divergieron a partir de un ancestro comun hace
47.27 millones de afios (Ma) + 2 EE (6.06) = 12.12, en un rango de 35.15 a
59.39 Ma. Mientras que para las especies de Dasylirion se estima un tiempo de
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divergencia a partir de un ancestro comun, al menos hace 3.98 Ma + 2 EE
(1.22) = 2.44, en un rango de 1.54 a 6.42 Ma.

Error estandar secuencias matK-rbcL
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Figura 34. Arbol filogenético de las especies de Dasylirion con errores estandar de los tiempos
de divergencia estimados con base en secuencias concatenadas matK-rbcL.

Analisis bromatologico en semilla de D. cedrosanum

En el Cuadro 9 se presenta el contenido nutricional de la harina de semilla de
sotol y trigo, con porcentajes basados en 100 g de muestra. Uno de los factores
importantes en la conservacién y el almacenamiento de semillas es el contenido
de humedad. En los cereales, el porcentaje de humedad ideal para prevenir el

desarrollo de insectos es entre 10 y 15%. Los bajos contenidos de humedad,
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asi como las temperaturas inferiores a 10 °C, ayudan a evitar el deterioro de las
semillas durante el almacenamiento, ya que las condiciones minimas de agua
impiden el desarrollo de microorganismos como hongos, bacterias e insectos
(Rao et al., 2007; Roberts y Ellis, 1989). El contenido de humedad de las
semillas de sotol (9%) fue similar al contenido de humedad encontrado en el
trigo. El contenido de humedad encontrado en trigo concuerda con datos
reportados en tablas de composicion de alimentos (9.1%) (Mufioz de Chavez,
2010). Sin embargo, este parametro puede variar segun el proceso de secado
de las semillas después de la cosecha.

El contenido promedio de proteina en las semillas de sotol (27.7%) super6 en
gran medida el contenido en harina de trigo (16.0%), los valores encontrados en
trigo fueron moderadamente mas altos que los reportados (10.6%) por Mufioz
de Chéavez (2010) y muy cercanos (14.2%) a los reportados por NRC (Nutriment
Requirements of Dairy Cattle, 2001). Cabe mencionar que existe la posibilidad
de que el trigo que se utilizd como control, provenga de un programa de
mejoramiento, por lo cual pueda aumentar su contenido proteico a diferencia del
reportado por Mufioz de Chavez (2010). El alto contenido de proteinas en el
sotol implica un mayor contenido de amino&cidos, asi como la presencia
potencial de enzimas, cuya importancia depende de su funcionalidad.

El trigo tiene algunas enzimas hidroliticas que descomponen los carbohidratos,
como las amilasas a y B, y otras enzimas proteoliticas que incluyen lipasas,
esterasas, fosfatasas, fitasas y lipoxigenasas (Koehler y Wieser, 2013). En la
actualidad no existe literatura sobre el contenido nutricional de las semillas de
sotol, por lo tanto, se desconoce el tipo de proteinas. Ademas del trigo, el
contenido de proteina en sotol fue mayor que el reportado en otros cereales
importantes, como el maiz (9.4%) y el arroz (7.4%) (Muiioz de Chéavez, 2010).
El contenido de proteina de las semillas de sotol de las diferentes localidades
presentd pequeiias diferencias significativas. Las diferencias en el contenido de
proteina de Buenavista 30.5%, San Miguel 27.5% y EI Novillo 25.0% pueden
deberse a que las plantas de Buenavista tienen una mejor distribucion e

irrigacion, lo que se traduce en una mayor disponibilidad y un mayor flujo de
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nitrato (NO3) o nitrégeno amonico (NH4-) en el suelo, lo que lleva a una
absorcion de nitrégeno superior de la planta.

De manera general, el contenido de cenizas representa la materia inorganica, o
la concentracion mineral en los alimentos. El contenido de ceniza en las
semillas de sotol (2.2%) es muy similar al determinado en trigo (2.1%) y al
reportado por NRC (2001) para trigo (2.0%). Se presentaron diferencias
significativas en el contenido de ceniza entre las ubicaciones, donde Buenavista
presento una mayor concentracion de minerales (2.4%) que San Miguel (2.1%)
y El Novillo (2.1%). El porcentaje de ceniza depende en gran medida de la
composicién o el tipo de suelo donde crece la especie (Hidalgo et al., 2009).

El contenido de grasa en las semillas de sotol fue once veces mayor (18.4%)
qgue en el trigo (1.6%). Mufioz de Chavez (2010) reporta un valor para el trigo
(2.6%), cercano al registrado en esta investigacion. El contenido de grasa en la
harina de sotol implica una alta probabilidad de encontrar lipidos que son
nutricionalmente importantes. En general, las semillas tienen acidos grasos que
proporcionan consistencia y estructura a los alimentos. También contribuyen
con el aroma, el sabor, el color y la sensacion de saciedad.

Entre los acidos grasos, los mas beneficiosos son los acidos poliinsaturados,
con mas de un doble enlace, incluido el &cido linoleico (Omega 6, C18: 2n6¢) y
el acido linolénico (Omega 3, C18: 3n3) (Calder, 2001). Estos &cidos son muy
importantes porque el cuerpo humano ya que no puede sintetizarlos y los
alimentos son su Uunica fuente. Son precursores de acidos como el
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) que tienen muchos
efectos beneficiosos para la salud. Como parte de la dieta humana, estos
acidos reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares, mejoran la
neurotransmision al mejorar la funcion de sinapsis y ayudan a inhibir el
crecimiento de las células cancerosas (Mantzioris et al., 2000).

Las particulas de fibra no digeribles y no absorbibles sirven como vehiculos
para otros nutrientes. Afiaden volumen a la dieta y ayudan a eliminar los

residuos. Las semillas de sotol mostraron diez veces mas fibra (16,2%) que el
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trigo (1,7%). Mufioz de Chavez (2010) reporta un contenido de fibra en el trigo
de 3.3%, que no esta muy lejos del que se encuentra en esta investigacion.

El extracto libre de nitrogeno (hecho principalmente de carbohidratos solubles,
almidon y hemicelulosa) se ha encontrado en altas concentraciones en cereales
como el trigo, el sorgo y el maiz (Surco-Almendras y Alvarado-Kirigin, 2010). El
sotol contiene (35.5%), comparativamente menos de la mitad en comparacion
con el trigo (78.6%). En las tablas de composicion de alimentos, los valores de
trigo (73.4%) (Muiioz de Chéavez, 2010), son cercanos a los encontrados en

este trabajo.
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Cuadro 9. Contenido nutricional de la semilla de D. cedrosanum de dos localidades del Sureste de Coahuila y una de

Zacatecas. Los resultados son basados en 100 g de harina de semilla.

) ) . Extracto
Materia Proteina ] Extracto Fibra )
Humedad Ceniza libre de
: seca cruda etereo cruda )
Localidad nitrégeno
(%)
Buenavista 91.6+0.2 8.4+0.2 30.5+1.0 24+0.0 16.9+0.3 14.2+05 36.0+1.5
San Miguel 90.8+0.1 9.2+0.1 275+1.1 21+0.0 178+ 1.0 16.8+1.2 35.8+1.8
El Novillo 90.5+0.2 9.5+0.2 25.0+0.6 21+0.0 205+1.4 17.8+0.7 34.6+0.3
Promedio (sotol) 91.0+0.1a 9.0+00a 27.7+0.6a 22+00a 184+06a 16.2+05a 355+0.1b
Control (trigo) 90.2+0.0a 98+0.1a 16.0+0.0b 21+00a 16+00b 1.7+0.1b 78.6+0.7a

Los valores son medias * error estandar; *Medias dentro de columnas seguidas por letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey,
0.05). Para el promedio de sotol y trigo, los nUmeros en letra negrita son significativamente mas altos que su contraparte (Tukey, 0.05).
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Analisis mineral en semilla de D. cedrosanum

El contenido mineral de macroelementos y microelementos en harina de sotol y
trigo se muestra en el Cuadro 10. Los minerales participan en una gran cantidad
de funciones, tanto en plantas como en humanos. Los macronutrientes (K, Na,
Mg, Ca y P) se encuentran en los tejidos de las plantas a concentraciones
superiores al 0,1% en materia seca (Marles, 2017; Martinez-Ballesta et al.,
2010). El calcio es uno de los elementos nutricionales humanos mas valiosos, y
en combinacion con el fosforo, proporciona resistencia a las estructuras 0seas.
La leche materna contiene 32 mg de calcio por cada 100 g (0.32 mg g-1). En la
harina de semilla de sotol, la concentracién de calcio alcanz6 los 7.0 mg g-1,
mientras que en la harina de trigo la concentracion de calcio fue de 0.2 mg g-1.
Por lo tanto, 100 g de harina de semilla de sotol tienen 700 mg de Ca; treinta y
cinco veces mas Ca que el trigo (20 mg por 100 g) y veintitrés veces mas Ca
que la leche materna. Los niveles de ingesta diaria recomendada de Ca para
nifios son de 400 a 700 mg Yy la ingesta diaria recomendada de Ca para adultos
es de 400 a 500 mg. Todavia no sabemos si el calcio en el sotol se puede
digerir. Por lo tanto, es necesario estudiar la naturaleza de este importante
macroelemento nutricional para evaluar su disponibilidad con fines nutricionales
(Latham, 1997).

El hierro es uno de los microelementos que se encuentran en niveles bajos en
seres humanos (3 a 4 g en adultos, en peso corporal kg-1). La tarea principal
del hierro es transportar oxigeno, y el cuerpo pierde 1 mg al dia. La leche
materna tiene 2 mg de hierro por litro; que es una cantidad relativamente baja,
ya que la ingesta diaria recomendada es de 15 mg (mujeres en edad fértil). Las
semillas de sotol contienen 5,5 mg 100 g-1 de hierro, que es mas alto que el
trigo (0,8 mg 100 g-1) y mas alto que el contenido de leche materna (2 mg L-1)
(Latham, 1997).

El zinc es uno de los elementos de las enzimas esenciales en el metabolismo
humano. La falta de zinc puede conducir a enfermedades congénitas y
problemas de crecimiento en los seres humanos. La ingesta diaria

recomendada de zinc en adultos es de 15 mg. La harina de sotol contiene 79.2
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Mg g-1 de zinc, mientras que el trigo solo 31.6 ug g-1, valor muy cercano al
reportado por NRC (2001) de 40 ug g-1; por lo tanto, la harina de sotol tiene dos
veces mas zinc que la harina de trigo, lo que ofrece el beneficio potencial de
contribuir con nutrientes adicionales a la dieta humana y / o animal.

El sodio y el potasio son sales que se encuentran en los liquidos corporales. El
sodio es extracelular, el potasio es intracelular y ambos forman parte del
proceso de regulacion osmoética. EI Na se cuantific6 en mayor “proporcion (1.7
mg g-1) en la harina de sotol que en el trigo (0.04 mg g-1).

El fésforo es uno de los macroelementos nutricionales importantes y se
encuentra principalmente en huesos y dientes, en proporcion 1: 2 con Ca, que
forma parte de las moléculas involucradas en el metabolismo energético, como
el ATP, y también desencadena reacciones en diferentes partes del cuerpo y
forma parte de las membranas celulares. La ingesta diaria recomendada en
adultos es de 800 g. La harina de sotol (2.9 mg g-1) y la harina de trigo (2.5 mg
g-1) presentaron cantidades muy bajas en fésforo. La inclusién de otros tipos de
alimentos en la dieta puede complementar esas cantidades bajas de fosforo. De
manera resumida, se puede decir que los contenidos de Ca, Na, Zn, Fe y Cu
fueron mas altos en sotol que en harina de trigo.

Con respecto al P, Mg y K, las concentraciones de sotol y trigo fueron muy
similares sin diferencias significativas, mientras que el Mn fue mayor en trigo
que en sotol. La composicion mineral varia entre cultivos y depende en gran
medida del suelo donde crecen. Con respecto al contenido de nutrientes en la
harina de semillas de sotol, se puede decir que el sotol tiene el potencial de
contribuir con macro y micronutrientes a la dieta humana y animal, siempre que
un andlisis posterior descarte la presencia de elementos antinutricionales que
pueden restringir su uso como alimento y fuente de alimentacion. La
concentracion de minerales obtenidos del trigo, coincide con los reportados por

Mufioz de Chavez (2010) en tablas de composicion de alimentos.
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Cuadro 10. Contenido mineral de la semilla de D. cedrosanum de dos localidades del Sureste de Coahuila y una de

Zacatecas. Los resultados son basados en 100 g de harina de semilla.

Localidad K Na Mg Ca P Zn Fe Cu Mn
Macroelementos (mg g2)* Microelementos (ug g)*
Buenavista 42+0.1 1.3+0.1 20x+04 7.3+0.1 3401 90.0+4.3 71.0+8.8 206+1.8 12.0+0.5
San Miguel 34+0.8 23%£0.1 22+0.2 7.3+£0.1 26+0.1 80.0+4.6 47.0+£4.9 17.3+0.8 10.0+ 0.0
El Novillo 3.2+0.1 1.4+0.8 1.4+£0.3 6.5+0.1 2.7+0.2 67.6£5.6 49.0+5.1 20.3+3.3 11.6+0.6

Promedio (sotol) 36+0.2a 17x02a 18+00a 70x0l1a 29+01la 792x40a 556 *50a 194x12a 112+14b

Control (trigo) 3.9 +0.3a 0.04+00b 20+02a 02+00b 25+02a 316+14b 80x05b 40+00b 296x04a

Los valores son medias * error estandar; *Medias dentro de columnas seguidas por letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey,
0.05). Para el promedio de sotol y trigo, los nUmeros en letra negrita son significativamente mas altos que su contraparte (Tukey, 0.05).
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Analisis bromatoldgico del germinado de semillas de D. cedrosanum

En el Cuadro 11 se presenta el contenido nutricional del germinado de semilla
de D. cedrosanum, comparado con el contenido nutricional de germinados de
semillas como alfalfa, lenteja, soya y trigo (tipo comercial), algunos de los mas
consumidos en la actualidad. Las determinaciones en germinado de sotol
fueron basadas en 100 g de germinado deshidratado.

El contenido nutricional de los germinados varia de acuerdo a la semilla de la
gue provienen. El contenido de proteina cruda en el germinado de sotol fue de
49.36%. Esta cantidad es menor a la publicada en germinados de tipo
comercial, como el de alfalfa (54.0%) y el de soya (62.0%), dos de los
germinados de mayor consumo humano. Mientras que el germinado de sotol
supera a otros tipos como el de lentejas con 28.0% y trigo con 13.4 %, que a
pesar de no superar el 50% de proteina, también son de consumo comin como
complemento en la dieta.

Un segundo componente que aportan los germinados es su contenido de grasa,
gue por lo general es bajo. El contenido de grasa en el germinado de sotol es
de 10.47%, superior al cuantificado en germinados comerciales de lenteja
(4.0%), soya (0%) y trigo (4.2%), pero relativamente inferior al cuantificado en
germinado de alfalfa (24%). Germinados con bajos contenidos cal6ricos suelen
ser recomendados para personas que necesitan dietas reducidas en calorias.
Un tercer componente que aportan los germinados es el contenido de azucares
estos son de vital importancia en la dieta y ademas proporcionan sabor. Estos
se incluyen en la cuantificacion del extracto libre de nitrégeno (ELN). El
germinado de sotol contiene 17.42% de ELN, valor cercano al etiquetado en
germinados de alfalfa (22.0%) y soya (38.0%). Mientras que los germinados de
lenteja (68.0%) y trigo (58.15%) registran cantidades superiores a las
cuantificadas en sotol.

El aporte de fibra en conjunto con los bajos contenidos de grasa hace de los
germinados, alimentos imprescindibles en dietas de adelgazamiento. Favorecen

el transito intestinal y ayuda a reducir los niveles de colesterol en la sangre. El
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contenido de fibra en el germinado de sotol se cuantifico alrededor de 18.88%,

valor semejante al del germinado de trigo con 23.80%.

Cuadro 11. Contenido nutricional del germinado de semilla de D. cedrosanum.

Los resultados son basados en 100 g de germinado deshidratado.

Materia Proteina Extracto  Fibra Extracto
Humedad Ceniza libre de
. seca cruda etéreo cruda
Germinado nitrégeno
(%)*

Sotol 87.07 12.93 49.36 3.87 10.47 18.88 17.42
Alfalfa) - - 5400 - 2400 - 22.00
Lenteja @ - - 28.00 - 400 - 68.00

Soya - 62.00 - 00 - 38.00

Trigo - e 4.20 23.80 58.15

13.40

Los contenidos del germinado de alfalfa, lenteja, soya y trigo provienen de germinados de tipo

comercial. Los contenidos del germinado de sotol (D. cedrosanum), se determinaron en el

laboratorio de nutricién animal de la UAAAN.
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CONCLUSIONES

Los nuevos oligonucle6tidos, matK 335F y matK 1327R son de valor para la
obtencién de cddigo de barras de la vida en especies de Dasylirion. El disefio
de iniciadores especificos facilita la tarea de identificacion de las especies. La
variacion nucleotidica encontrada en el gen matK fue de gran utilidad para la
construccion filogenética y estimacion de tiempos de divergencia entre especies
de Dasylirion.

Con la excepcion de D. serratifolium y D. wheeleri, el agrupamiento de especies
tiene una concordancia ecoldgica y geogréafica. El tiempo de divergencia minimo
estimado para el género Dasyliron en aproximadamente 3.98 Ma, coincide con
los cambios generados en el Plioceno de la era Cenozoica entre 2.58 y 5.33
Ma. En este periodo el cambio de clima hacia uno mas frio y seco trajo consigo
el surgimiento de vegetacion mas adaptada a zonas aridas. La edad estimada
es relativamente joven y coincide con el tiempo de diferenciacion del género
Homo, relacionado con la aparicion de climas secos.

Las semillas de sotol poseen macro y microelementos comparables a los
encontrados en las semillas de otros cereales de consumo humano como el
trigo y el maiz. Incluso los contenidos como el de proteinas, grasa y fibra son
superiores en la semilla de sotol, lo cual lo coloca como un proveedor de
aminoacidos y acidos grasos potencial para la dieta humana, sobre todo para
habitantes de zonas rurales, que podrian utilizarlo en un futuro como un
complemento alimenticio. EI germinado a base de semilla de sotol es una
opcion para consumir los macro y micronutrientes de la semilla en formas
facilmente digeribles, y con la mayor seguridad, ya que durante la germinacion
por lo general las semillas disminuyen considerablemente las concentraciones

de antinutrientes existentes.
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