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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objetivo de evaluar la utilidad de dos regiones
del cloroplasto (rbcL y matK) propuestas como codigo de identificacion genética para
la discriminacién e identificacion de las especies Dasylirion cedrosanum y D.
berlandieri. Se usé DNA de cinco plantas para cada una de las dos especies, asi
como de una poblacién de especie desconocida de una localidad al Sureste de
Coahuila. Por medio de PCR se llevé a cabo la amplificaciéon de las regiones rbcL y
matK, las cuales se secuenciaron y posteriormente se depuraron mediante la
alineacion de las secuencias derecha e izquierda, asi como el analisis de los
electroferogramas y la traduccion de la secuencia. Mediante la ayuda de los
paquetes seqinr, ape y spider del ambiente y lenguaje de codmputo estadistico R se
obtuvieron secuencias consenso para cada especie y se realizaron los analisis
filogenéticos necesarios, mientras que la depuracién y analisis de secuencias se
llevaron a cabo con los softwares Clustalx y FinchTV, todos de acceso libre. Los
resultados obtenidos a partir de los analisis filogenéticos no mostraron variaciéon
intraespecifica para ninguna de las secuencias, y se logré discriminar entre las
especies D. cedrosanum y D. berlandieri a partir de la deteccion de siete
substituciones en 866 nucledtidos para el gen matK, y de la deteccidén de una
substitucion en 519 nucledtidos para el gen rbcL. Ambas especies se compararon
con D. wheeleri y D. serratifolium, que son las uUnicas reportadas en el sistema

BOLD. Los analisis comparativos, mostraron una cercania genética entre las
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especies D. wheeleri y D. serratifolium, las cuales a su vez se alejan de D.
cedrosanum y D. berlandieri. El presente trabajo demuestra la utilidad de los genes
citoplasmaticos rbcL y matK, para distinguir entre las especies del género Dasylirion,

especialmente matK.

Palabras clave: Dasylirion, codigo de barras, rbcL, matK.

Correo electronico: Maria de Jesus Jauregui Gonzalez,
maria.jauregui013@gmail.com
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I. INTRODUCCION

En las areas desérticas del norte de México y hasta el suroeste de los Estados
Unidos de América, se ubica una planta semejante en apariencia a los agaves y
palmeras, perteneciente al género Dasylirion, comunmente denominada sotol. Se
trata de una planta perenne, didica, con numerosas hojas largas, lineares, flexibles y
arrosetadas desde la base del tallo; presenta una tonalidad gris a verde palido con
espinas en los bordes; cuenta con un escapo o0 garrocha que puede llegar a medir
hasta 4.5 m de altura, del cual se desprende una inflorescencia con flores pequefias
en paniculas y se propaga por semilla. En México se cuenta con 16 especies
distribuidas en las zonas aridas de Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Leén y

Zacatecas (Bogler, 1994).

El sotol es una planta resistente a la sequia y temperaturas extremas que,
ademas de ser parte importante del ecosistema, desde tiempos prehispanicos fue
utilizada como fuente de alimento, en ceremonias religiosas y como remedio
medicinal de los antiguos pobladores indigenas del desierto. Actualmente sirve como
alimento para animales en épocas de sequia y en la elaboracién de una bebida
alcohdlica conocida como “sotol” la cual se prepara de su pifia y tiene denominacion

de origen para los estados de Coahuila, Chihuahua y Durango. Sus hojas son
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empleadas para la elaboracidn de cesteria, mientras que el escapo es tallado y
utilizado como baston.

El género Dasylirion ha sido ubicado en diferentes familias botanicas y
actualmente se le clasifica en la familia Asparagaceae y la subfamilia Nolinaceae. La
denominacion e identificacion de especies es aun un tema complicado, debido a la
gran variabilidad entre plantas de la misma especie, y en ocasiones resulta dificil
ubicarlas con seguridad a través claves taxondmicas. La determinacion de especies
es de suma importancia por diversos aspectos, tales como la realizacion de estudios
dirigidos a programas de mejoramiento genético para obtener materiales con
caracteristicas agrondémicas deseables, asi como en programas enfocados a
conservacion y estudios relacionados con la cultura y ecologia de una region

determinada.

El uso de marcadores moleculares para la identificacién botanica; tales como
el empleo de secuencias de DNA como cdédigo de barras para la identificacion
genética de especies (Hebert et al., 2003a), es una herramienta de gran utilidad. Se
basa en la amplificacién y secuenciacién de fragmentos particulares de material
genético para tipificar e identificar una especie, aunque de él se cuente con un
fragmento de tejido, contribuyendo asi de manera mas rapida, eficaz y certera en la
identificaciéon taxondémica (CBOL Plant Working Group et al., 2009). En el caso

particular de plantas terrestres, las secuencias de los genes de cloroplastos rbcL y
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matK han demostrado ser altamente eficientes para la identificacion de especies.

Hipotesis

Es posible discriminar entre especies del género Dasylirion mediante la

utilizacion de las secuencias de DNA citoplasmatico de los genes rbcL y matK.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la utilidad de dos regiones del genoma del cloroplasto propuestas
como codigo de identificacion genética para la discriminacion de las especies

Dasylirion cedrosanum y D. berlandieri.

Objetivos especificos

e Tipificar secuencias dentro de los genes rbcL y matK en especimenes del
género Dasylirion en tres localidades del Sureste de Coahuila, y oeste de

Nuevo Ledn.
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Obtener secuencias consenso para D. cedrosanumy D. berlandieri.

Evaluar el poder discriminatorio de las secuencias para diferenciar e identificar

especies pertenecientes al género Dasylirion.

Generar arboles filogenéticos que ayuden a dilucidar la relacién entre estas

dos especies y las presentes del mismo género en el sistema BOLD.
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Il. REVISION DE LITERATURA

Importancia Ecoloégica del sotol.

El género Dasylirion que pertenece a la familia de las Asparagaceas y forma
parte importante de la biodiversidad de las zonas aridas y semiaridas, cuyo ambiente
natural es el matorral desértico rosetofilo y el crasirosulifolio espinoso (Bogler,1994),
asi como de los procesos edaficos e hidrologicos, ademas de servir de alimento para

los animales silvestres (Cano y Burciaga, 2007).

Importancia econémica.

En México el sotol representa una fuente importante de ingresos al ser
empleado como forraje para animales en tiempo de sequia, materia prima para la
confeccion de cesteria, y en la elaboracion de una bebida alcohdlica llamada por el
mismo nombre (“Sotol”), actividad que provoca la explotacién mas importante para
esta planta en Chihuahua, Coahuila y Durango, que son los estados que gozan de la

proteccion prevista en la Ley de la Propiedad Industrial a la Denominacion de Origen
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del Sotol, establecida por la NOM-005-RECNAT-1997, que define los procedimientos,
criterios y especificaciones para realizar el aprovechamiento, transporte vy
almacenamiento de corteza, tallos y plantas completas de vegetacion forestal
(Instituto Mexicano de la Propiedad Intelectual, 2002) . Las especies D. cedrosanum,
D. duranguense y D. wheeleri son las de mayor importancia econdmica en el pais

para la produccioén de la bebida (Standley, 1922).

Distribucion del género Dasylirion

Se tienen reportadas cerca de 16 especies pertenecientes al género
Dasylirion, que se extienden sobre los terrenos aridos y 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 (Bogler, 1994; 1998). Para el estado de Coahuila se reportan las
especies D. texanum, D. cedrosanum, D. leiophyllum y D. heterocanthum
(Henrickson y Johnston, 1986; Bogler, 1994), donde destaca D. cedrosanum por su

abundancia (Villarreal, 2001).
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Clasificacion taxonomica del Género Dasylirion (USDA, 2014, NCBI, 2015)

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae

Subreino: Viridaeplantae
Divisién: Streptophyta
Subdivision: Embryophyta
Filum: Tracheophyta
Subfilum: Euphyllophyta
Infrafilum: Spermatophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Petrosaviidae
Orden: Asparagales
Familia: Asparagaceae
Subfamilia: Nolinoideae
Género: Dasylirion

Ademas de las plantas localizadas en el area de estudio (D. cedrosanum y D.

berlandieri), se describen D. wheeleriy D. serratifolium.

Dasylirion wheeleri

Son plantas robustas, con grandes coronas de 40 cm de diametro y troncos
de hasta 1.5 m de altura, por lo general reclinable. Hojas robustas y rigidas; de color

verde blanquecino o azulado, 35-100 x 2-3 cm de ancho por encima de la base.
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Densamente glauco - cerosa, papilosa, sin brillo; espinas todas dirigidas hacia
adelante y hacia arriba. Inflorescencias menudo masivas, de hasta 5 m de longitud;
tallos de 3-6 cm de diametro en la base; ramas laterales de 3 a 10 cm y frutos
pendientes; bracteas en forma de cufa, atenuados; fasciculos de flores extendidos,
de 10 a 20 cm de la base a la punta; ejes primarios de 4-14 cm. Flores con
receptaculos de 0.2 a 0.5 mm; tépalos a veces tefidos de purpura de 2.4 x 1 a 1.5
mm; estilo de 0.2-0.3 mm; frutos hinchado que llegan a ser de color marrén y
dorado; estigma lobulado de 0.4 mm; pedunculo del fruto de 3-3.5 mm. Capsulas
ampliamente obovadas o redondeadas en seccion transversal de 5-8 x 4-5 mm; ala
distal lobulada de 2-2.5 mm (Bogler, 1998) En las Figuras 1 y 2 se observan detalles

de la las hojas y frutos de esta especie.

Se distribuye en los estados de Arizona, Nuevo México y Texas en Estados
Unidos, mientras que en México la podemos encontrar en los estados de Chihuahua

y Sonora a una altitud de 1200 a 1900 m (Bogler, 1994).
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Figura 1. Frutos de Dasylirion wheeleri S. Watson - sotol

comun, (Foto: Steve Hurst, USDA-NRCS PLANTS Database).
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Figura 2. D. wheeleri en el jardin de reserva Springs

en Las Vegas (foto: Stan Shebs;

http://commons.wikimedia.org/)

Dasylirion serratifollium

Plantas cortas o con troncos de 1-2 m, verticales o inclinados, a veces
ramificados cerca de la base, densamente cubiertos por hojas viejas. Hojas
arqueadas y curvadas, no es estrictamente amarillas; en forma de cuchilla de 45-75
(110) cm de largo, (1,2) 2-3,2 cm de ancho; superficie rugosa con papilas agudas,

muy escabrosa, sin brillo, no cerosa; espinas de color amarillo-blanco, apuntando
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hacia delante de 2-3 mm. Inflorescencias moderada de 2-4 m de altura, 2-3 (5) cm
en la base, a menudo tefiida de purpura rojiza, acuminado hacia la punta; bracteas
mas o0 menos lisas y rectas; bracteas inferiores poco atenuadas, espinosas; bracteas
medias acuminadas, bracteas superiores lanceoladas, aguda. Fasciculos masculinos
con 5-7 (10) ramas, eje central de 1-2 cm, ramas (3) 5-6 cm de largo. Flores
estaminadas con tépalos de 2,4 mm de largo, 1,4 mm de ancho. Fasciculos
pistilados con 5-7 ramas, eje central de 0,5 cm, ramas de 5-77 cm de largo. Flores
pistiladas en pedicelos cortos, frutos de 0.5-1 mm de largo; receptaculo 0.3-0.5 mm;
tépalos 2.2 mm de largo, 1.5 mm de ancho, obovadas; estilo de 0,2-0,4 mm; estigma
1 mm, I6bulos unidos, tubular. Frutos obovados, 7-8 mm de largo, 4.5-.5.5 mm de
ancho; ala lateral 1 mm; Iébulo hacia delante de 2.5-3 mm de largo; muesca 2 mm;
estilo mas estigma 1.4 a 1.8 mm. Las semillas individuales trigonoides de 2.5 mm de

ancho y 3 mm de largo. (Bogler, 1994)

El periodo de floracién se extiende de junio a julio. El fruto es una capsula en
forma de huevo que contiene una sola semilla. D. serratifolium esta muy extendida
en el surefo estado de Oaxaca en México, a altitudes de 1800 a 2350 metros (Rivera

y Solano, 2012).
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Dasylirion cedrosanum

La especie D. cedrosanum consta de plantas de tamafio medio a robusto con
un tallo principal corto y en ocasiones dos a tres tallos secundarios, tronco como de 1
a 1.5 metros de alto; hojas regulares y extendidas, glaucas de color gris palido a
verde palido, de 80 a 100 cm de largo, y de 2 a 3.5 cm de ancho, con las puntas
ligeramente apinceladas, glaucas, con la quilla ligeramente aspera, margenes
finamente denticulados, espinas curveadas hacia la punta, distantes 10 a 15 mm y de
2 a 5 mm de largo, amarillo palido a rojizo hacia la punta. Presenta un escapo de
hasta casi 5 m de altura. Frutos elipticos y angostos de 4 a 5 mm por 7 a 9 mm
(Henrickson y Johnston, 1977; Coello-Coutino, 2003). Se desarrolla en un rango de
temperatura media anual entre 17 y 21 °C y entre 150 y 400 mm de precipitacion
media anual. Los factores edaficos que conforman su distribucidn corresponden a
Xerosoles, Rendzinas y Regosoles, con una gran riqueza en carbonatos de calcio,
con poco desarrollo de horizontes de suelo, con buen drenaje y aireacion, en laderas,
a pie de monte y sobre abanicos aluviales (Cano et al., 2011). El desarrollo de esta
especie se ha reportado en los pastizales y matorrales desérticos rosetdfilos del
centro y sur del estado de Coahuila, en altitudes de 1000 a 2000 m (Coello Coutifio,
2003). En las Figuras 3 y 4 se aprecian margenes de las hojas y escapo de una

planta de D. cedrosanum.
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Figura 3. Detalle de las hojas de D.

cedrosanum en jardines de la UAAAN, 2014.

(Foto: H. Reyes)
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Figura 4. Planta de D.

cedrosanum, con un escapo floral

joven (foto: H. Reyes).

Dasylirion berlandieri

La primera descripcién fue en 1879 por Sereno Watson (Bogler, 1994).
Presenta hojas largas, delgadas y abatidos en el centro, en expansién cénica; forma
de cuchilla de 100 a 170 cm de largo por 1.5 a 3.0 cm de ancho en la base; espinas
de 3 a 4 mm de largo; superficie usualmente glauco-ceroso, de color blanco-verdoso,

opaca, ligeramente papilosa, ocasionalmente lisas y brillantes. Inflorescencia
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generalmente grande, 2.5 a 3.5 m de altura, 1.4 a 2.0 cm de diametro; tallo rojizo;
bracteas a menudo estrechamente superpuestas, lanceoladas, de color verdoso,
estriado superficie, papilosa, escabroso; a menudo elipticamente espesa o mas
gruesa cerca del apice. Fasciculos estaminados con 5 ramas, eje central de 1-2 cm,
ramas 2.5 — 6.0 cm de largo. Flores estaminadas con bractea membranosa de 2.5
mm de ancho por 2.5 mm de largo; tépalos ampliamente obovados de 3 - 4 mm de
largo y 1.6 a 2.0 mm de ancho; de color amarillo verdoso, a menudo salpicado de
purpura, usualmente 1 nervadura; filamento de 4,5 mm de largo. Fasciculos
pistilados con 5-8 ramas, eje central 1.0-2.5 cm, ramas de 10 cm de longitud. Flores
pistiladas con una membrana, bracteas lanceoladas de 2 a 3 mm de ancho y 4-5 mm
de largo; pedicelo de 3.5 a 5.0 mm de largo receptaculo de 0.5 mm; tépalos
ampliamente obovados que miden 2.5 a 5.0 mm de largo por 1.5 a 2.0 mm de ancho,
débilmente laciniado, verde y, a menudo salpicado de purpura, arqueado y se
mantiene en forma de copa alrededor pistilo; alargado tubo estigma, de 2-3 y 10-12
mm de largo, en sentido amplio oboval a redondeada, ligeramente dehiscentes;

pedicelo de 4-5 mm; l6bulos de 3-4 mm, redondeados o truncados.

El periodo de floracién es desde principios de mayo hasta finales de junio,
con floracion esporadica en otras ocasiones. Dasylirion berlandieri se encuentra en
Nuevo Ledn, Tamaulipas, y probablemente San Luis Potosi en la Sierra Madre

Oriental, Sierra San Carlos y Sierra de Tamaulipas; areas rocosas abiertas, con
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pendientes; a menudo en bosques espinosos bajos y arbustivos a 400 - 1850 m
(Bogler, 1994). En Nuevo Ledn es posible encontrarle en el Cerro de la Silla 'y sur de
Monterrey hasta Galeana; en Coahuila, La Angostura al sur de Saltillo (Coello-
Coutifo, 2003). En las Figuras 5y 6, es posible visualizar detalles de hojas, escapo y

frutos.

Figura 5. Planta de D. berlandieri

(Foto: H. Reyes)
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Figura 6. Detalle de los frutos de D.

berlandieri (foto: H. Reyes)

Métodos para la identificacion de especies

Una especie puede ser definida como un grupo irreductible de organismos,
dentro del cual hay un patron de la ascendencia y descendencia, y que es distinto al

de otros grupos (Cracraft, 1983).

La sistematizacion de la clasificacion de seres vivos implica contar con una

adecuada identificacion para lo cual se emplea el uso de caracteres taxonémicos o
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rasgos singulares que permiten separar o diferenciar una especie de otra. Entre los
caracteres taxondmicos se encuentran los morfolégicos, predominando aquellos de
las estructuras reproductivas (flores, frutos y semillas), asi como caracteres
cuantitativos. Estos también pueden ser caracteres bioquimicos que se determinan al
analizar la composicion de sustancias presentes en los seres vivos, como aquellas
capaces de producir colores y sabores en flores y frutos, sus posibles beneficios en
el ambito curativo, asi como el peligro potencial de ingerirlos (Figueroa et al., 2012).
Sin embargo los caracteres mencionados anteriormente presentan ciertas
desventajas puesto que se ven afectados por el ambiente. La identificacion de
especimenes a partir de caracteres morfoldgicos por ejemplo, puede ser muy dificil
para los investigadores o incluso puede no aplicarse debido a la plasticidad
fenotipica, su origen y dimorfismo sexual. En ocasiones solo se cuenta con
fragmentos de tejidos, como restos de hojas o semillas, los cuales no presentan
suficientes caracteres diagndsticos para una acertada identificacion. Es por esto que
actualmente la técnica de cddigo de barras de la vida basada en técnicas de biologia
molecular, se presenta como una herramienta complementaria para la correcta

identificacion de las especies (Crawford et al., 2011).

El cédigo de barras de la vida fue presentado a la comunidad cientifica en el
2003, cuando el grupo de investigacion de Paul Hebert en la Universidad de Guelph

en Canada publico un articulo titulado “Biological identifications through DNA
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barcodes”. Se integré como Iniciativa al contar con la cooperacion de varios paises
que actualmente participan para acrecentar un banco de datos, alimentado con
informacion genética y taxondmica, que esté disponible en Internet. En México, las
tres instituciones nodales son el Instituto de Biologia de la UNAM, el Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR), con sede en la Paz, Baja
California Sur, y El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), ubicado en Chetumal,
Quintana Roo. También colabora en el area informatica la Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), aunque no realiza tareas de

investigacion (Rangel et al., 2005).

Técnica de cédigo de barras de la vida

El cédigo de barras de DNA consiste en tipificar una secuencia corta de una
region especifica del genoma para utilizarla de forma analoga al funcionamiento de
un escaner de supermercados donde los productos son identificados gracias a las
rayas negras del Codigo Universal de Producto (UPC). Con la diferencia que el
Cddigo de barras de DNA utiliza un color especifico asignado a cada base

nitrogenada (Kress y Erickson, 2012).

La region del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa 1 (“CO1") de 648 pares de

bases se utiliza para casi todos los grupos de animales, ya que posee las ventajas de
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ser lo suficientemente corta para ser secuenciada de forma rapida y barata y lo
suficientemente larga para identificar variaciones entre especies; sin embargo no es
efectiva para la identificacion de plantas ya que el genoma de la mitocondria de las
plantas evoluciona mucho mas lento que en la mitocondria de los animales (Hebert
et al., 2003b; Savolainen et al., 2005). Por ello, bidlogos de varios paises, agrupados
en la Iniciativa Cédigo de Barras la Vida, en la busqueda un cédigo de barras o
marcador genético que funcional para este tipo de organismos, han desarrollado una
novedosa herramienta para identificar plantas, a partir de la utilizaciéon de
marcadores provenientes de los genes de cloroplastos rbcL y matK que comparten
todas las plantas terrestres. Estas secuencias son adoptadas por el
Consorcio del Codigo de Barras de la Vida (CBOL) y que se reportan como los mas
eficientes para las tres caracteristicas basicas que requiere el codigo de barras:
universalidad, es decir, que esté presente en todas las plantas terrestres; facilidad
técnica para obtener la secuencia, incluso de fragmentos de semillas, alimentos o
muestras forenses, y capacidad de discriminacion, que varie lo suficiente para
distinguir a individuos de especies distintas. El gen rbcL (gen de la subunidad grande
de la ribulosa bisfosfato carboxilasa) participa en el proceso de fotosintesis y fijacion
de carbono de la atmésfera para generar azucar, que es el proceso bioquimico mas
importante en el planeta que sostiene todas las cadenas tréficas. En tanto, matK es
el gen que codifica para una enzima llamada maturasa, que ayuda a la conformacién

y maduraciéon de un RNA de transferencia (Rangel et al., 2005).
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Los dos loci complementarios mas utilizados son el plastido espaciador
intergénico trnH-psbA (uno de los principales contendientes por el cédigo de barras
de DNA vegetal nuclear junto con trnL-F, trnL-L, trnL-K entre otros) y los
espaciadores internos transcritos de DNA nuclear ribosomal (ITS) (Kress y Erickson,

2012).

Aplicaciones del coédigo de barras de la vida

La técnica de codigo de barras tiene aplicaciones en la identificacion de
organismos, para saber si son endémicos y pueden o no salir del pais, en la
distincion de plantas relacionadas con investigaciones criminales, certificacion de
componentes biolégicos en infusiones, y como apoyo en investigaciones
arqueoldgicas, donde a partir de restos de semillas, madera, alimentos y restos
momificados es posible identificar qué consumid una civilizacién del pasado (Rangel

et al., 2005).

Estudios realizados mediante la técnica de cédigo de barras en Dasylirion

Para la region rbcL se tiene reportado en el sistema BOLD 77,550 registros

publicados, formando 789 BIN (clusters), con muestras procedentes de 188 paises
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depositado en 90 instituciones. De estos registros, 70,864 tienen nombres de las
especies, y representan 36,251 especies. De estos solo 4,318 se reportan para el

orden Asparagales.

Para la region matK se encuentran 88,521 registros publicados, con muestras
procedentes de 175 paises, depositado en 149 instituciones. De estos registros,
69.446 tienen nombres de las especies, y representan 36.393 especies, de los
cuales 9,017 pertenecen a orden Asparagales. Para el caso particular de género
Dasylirion se dispone de cuatro registros para rbcL, tres que representan a D.

wheeleri y una para D. serratifolium.

Parar la region matK, solo se encuentran cuatro registros publicados en el
sistema BOLD, dos para la especie D. serratifolium y dos para D. wheeleri, lo que
sugiere la necesidad de identificacion y asignaciéon del codigo de barras para el resto
de las especies pertenecientes al género Dasylirion (Informacién recabada de BOLD

Systems, 2015).
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ll. MATERIALES Y METODOS

Localidades de estudio

La extraccion de DNA para las muestras recolectadas se realizd en las
instalaciones del Laboratorio de Analisis de Genomas del Departamento de
Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en Saltillo,
Coahuila, mientras que la obtencién de productos de PCR y secuenciacion de los
mismos se llevaron a cabo en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAV Irapuato, Guanajuato. Los sitios de
muestreo fueron: (i) los terrenos de la sede de la UAAAN, en Buenavista, Saltillo,
Coah., una zona con clima templado semiseco, ubicada en los 25° 20" 55.72" N y
101° 01" 40.74” O, con una altitud de 1798 m; (ii) Puerto de Jamé, localizado en el
municipio de Arteaga, Coah., con clima predominante semiseco - semicalido a una
latitud de 25° 20" 520" N, longitud de 100°33.965” O y altitud de 2699 m vy (iii)
municipio de Santiago, Nuevo Ledn, coordenadas 25° 22" 066” de latitud Norte y
100°26.652 “de longitud Oeste, altitud de 2060 m. Las areas de recoleccién se

muestran en las Figuras 7 a la 11.
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Material biolégico

De acuerdo con los requisitos de la base de datos BOLD se requiere trabajar
con cinco ejemplares diferentes de cada especie, por lo que se trabajé con una
muestra de cinco plantas identificadas como D. cedrosanum (Buenavista, Saltillo,
Coah.), cinco plantas identificadas como D. berlandieri (Mpio. de Santiago, N.L.) y
cinco plantas de una poblacién no identificada (Puerto de Jamé, Arteaga, Coah.). En
el Cuadro 1 se enlistan las plantas, asi como las coordenadas de dichas localidades,
las cuales se observan en la Figuras 7 a la 11. La identificacion de D. cedrosanum 'y
D. berlandieri fue realizada por el Dr. José Angel Villarreal Quintanilla del

departamento de Botanica de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.
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Cuadro 1. Lista de plantas del género Dasylirion usadas en el estudio y su
localizacion.

Lab(?r)atorio Latitud Longitud Altitud (m) Especie
JAM 01 25°20° 842" 100°34.894" 2553 Dasylirion sp.
JAM 02 257207 520 100°33.958" 2699 Dasylirion sp.
JAM 03 25°20° 520 100°33.965" 2699 Dasylirion sp.
JAM 04 25° 20" 5227 100°33.970° 2704 Dasylirion sp.
JAM 05 257207 527" 100°33.976° 2718 Dasylirion sp.
CH 02 25°227 065" 100°26.643" 2060 D. berlandieri
CH 03 257227 066" 100°26.652° 2060 D. berlandieri
BO 01 257227 123”7 100°26.205" 2001 D. berlandieri
BO 03 25°227 186" 100°25.830° 1977 D. berlandieri
BO 04 25722190 100°25.826° 1975 D. berlandieri

UA2011-27 257217 288" 101°02.001° 1790 D. cedrosanum

UA2011-15 25°217323" 101°01.908" 1792 D. cedrosanum

UA2010-28 257207930 101°1.665° 1811 D. cedrosanum

UA2010-39 257217 268" 101°1.900° 1794 D. cedrosanum

UA2010-12 25°217 358" 101°01.906° 1791 D. cedrosanum

ID = clave de identificacion
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Figura 7. Area de distribucién de las tres poblaciones donde se localizan las especies

estudiadas.
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41



Figura 9. Ubicacién de la poblacion de D. berlandieri.
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Figura 11. Ubicacion de la poblacion de D. cedrosanum.

Recoleccion de muestras en campo

En las localidades anteriormente descritas se etiquetaron y recolectaron
muestras de ejemplares de cada especie, los cuales fueron documentados con

fotografias y geolocalizacion.
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Analisis de laboratorio

Limpieza de muestras

De las plantas seleccionadas (Cuadro 1) se cortaron hojas jovenes y sanas, las
cuales se introdujeron en cajas de Petri identificadas con su etiqueta
correspondiente. Para desinfectar se sumergieron las hojas en una solucién de
hipoclorito al 1 % y posteriormente en etanol al 70 % por 1 minuto. Se enjuagaron en
agua estéril, se dejaron secar y se colocaron en cajas Petri estériles para su

utilizacién préxima.

Aislamiento de DNA

El aislamiento de DNA gendmico se realizé con base en la metodologia que a
continuacion se describe (Fernando Hernandez Godinez, comunicacion Personal).
Se molieron 20 mg de tejido fresco con N2 liquido y se colocé en un tubo eppendorf
de 2 ml; se agregaron 800 pl de buffer de lisis (Tris-HCI 100 mM a pH = 8, NaCl 20
nM, EDTA 20 mM y N-Lauril-sarcosina al 7 %), se invirtié el tubo ocasionalmente
hasta humedecer completamente el polvillo de tejido y se dejo reposar por 10

minutos. Posteriormente se le agregaron 800 ul de fenol , se agitdé en un vortex y se
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centrifugd por 20 min a 4 °C a 12,000 rpm. Se retom¢ la fase acuosa, se transfirié a
otro tubo y se le agregaron 100 pyl de RNAsa diluida (100 mg/ml) por cada 100 ul de
solucion acuosa; se mezcldé por inversion e incubé a 37 °C por 15 minutos. Se le
agregaron 800 pl de isopropanol frio (-20 °C), se mezclé cuidadosamente y se dejo
reposar por media hora aproximadamente hasta formar la madeja de DNA. Se
colecté la madeja con un gancho de pipeta Pasteur estéril y se trasfirié a un tubo
eppendorf de 1.5 ml, se lavo con 200 pul de alcohol al 70 % (-20 °C), se decanto, se
dejo secar por 10 a 30 minutos y se resuspendioé en TE 1X (segun cantidad de DNA).
Posteriormente se almacend a 8 °C para su futura visualizacion y a -20 °C para

almacenamiento por tiempo indeterminado.

Analisis de calidad del DNA en gel de agarosa.

Para corroborar la pureza del DNA se prepar6 un gel de agarosa al 1 % para el
cual se disolvié 1 g de agarosa en 100 ml de solucion tampdn 10x de TBE (tris base,
acido bdrico, EDTA) estéril, se calenté en microondas por alrededor de 90 segundos
hasta que se observé una mezcla completamente homogénea. Se dejé enfriar por
espacio de unos minutos y se agregaron 10ul de Gel Red (BIOTIN™ cat: 41003)
para su incorporacion. Esta mezcla se vertié en la placa de corrida colocando el
peine en la parte superior del aparato electroforético (Life Technologies™ Gibco.), se

eliminaron burbujas y se dejo enfriar por 20min. Transcurrido este tiempo se cargd
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con ayuda de micropipeta 5ul de la muestra + 1ul de buffer de carga (Nucleic Acid
Sample Loading Buffer de Bio-Rad) por cada pozo y se corrid el gel a un voltaje de
80-90 volt durante 1h. Al término se llevé a un documentador de geles (Bio-Rad Gel

Doc™ 170-8170) donde se digitalizo y fotografio el gel, para su interpretacion.

Determinacién de la calidad del DNA en espectrofotdmetro

Posterior a la electroforesis del DNA, se cuantificé y evalué su calidad
espectrofotométricamente con absorbancias de 260nm (A260) y 280nm (A280), con
un Nanodrop ND-1000 y un volumen de 1ul de muestra sin diluir. Puesto que los
acidos nucleicos tienen su maximo de absorcion a 260nm mientras que las proteinas
lo tienen a 280nm. El cociente de ambas absorbancias (A260/280) es un indicador de

pureza.

Iniciadores de secuencias de los genes rbclL y matK

Se usaron dos iniciadores para marcadores rbcL reportados por Levin et al.,
(2003) y Kress et al., (2007) y dos para matK, los cuales fueron reportados por
Cuenoud et al., (2002) (Cuadro 2), y utilizados en un estudio por Fazekas et al.,

(2012). Cabe sefalar que las temperaturas de alineacion que se presentan en este
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cuadro son las que se obtuvieron por medio del software IDT (Integrated DNA
Technologies) y que nos sirvieron como punto de partida para encontrar las
temperaturas optimas de estos iniciadores con las muestras de D. cedrosanum, D.

berlandieri y la de la poblacién de Jamé.

Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la amplificacion de las secuencias.

Nombre TA
. .d.el Secuencia 5' - 3’ Sentido | (°C) Referencias
iniciado
r
rbcLaF | ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC | Derecho | 61.3 Soltis et al: (1992)
modificado por Levin et al;
(2003)
rbcLaR GTAAAATCAAGTCCACCRCG Izquierdo | 57.9 Fofana et al: (1997)
modificado por Kress and
Erickson; (2007)
matK- CGATCTATTCATTCAATATTTC Derecho | 49.4
390F Couenoud et al; (2002)
matK- TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT Izquierdo | 56
1326r

TA= Temperaturas de alineacion promedio obtenidas del software IDT (Integrated
DNA Technologies)

Cuantificacién del DNA en espectofotdmetro NanoDrop 1000

Para poder aplicar el protocolo se necesita una concentracion minima de 100
ng/ul de DNA. El NanoDrop TM. Espectrofotometro 1000 tiene la capacidad de medir

muestras de DNA concentradas, con el uso de una longitud de onda de entre 220 nm
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a 750 nm. Funciona a través de un software (ND-1000 V3 3.0), el cual realiza las
lecturas y proporciona valores de las muestras que se visualizan en la pantalla de la
computadora asociada. Es un equipo que da un valor preciso en ng/ul, asi como el
grado de pureza del DNA. Este método tiene la ventaja de emplear para la
cuantificacion de 1 a 2 ul de muestra. En este caso se colocd 1 pyl de DNA en el lector
del NanoDrop. A partir de los datos obtenidos en el NanoDrop se prepararon
diluciones de DNA ajustadas a una concentracion final de 40 ng/pl (Fazekas et al.,

2012) en un volumen de 50 pl, con la férmula:

C1 XV1=CfXVf

Dénde:

C1 = Concentracion inicial de DNA
Cf =40 ng/ul

Vf =150 ul

V1 = Volumen requerido de suspension de DNA

Para la dilucion se utilizé agua libre de RNAsas y DNAsas

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se utilizé la técnica de la PCR con la finalidad de amplificar o reproducir un
gran numero de copias de DNA de los genes de cloroplastos matK'y rbcL, partiendo

de una pequefia muestra. Para llevar a cabo esta técnica se prepararon cocteles de
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PCR que contenian 25 pl de trehalosa al 10 %, 5 ul de Buffer 10x, 2.5 ul de Mgcl2
[25mM], 0.25 yl de dNTPs [ 10 mM ], 0.5 ul de iniciador Derecho [10 uM ], 0.5 ul de
iniciador Izquierdo [10 uM ], 0.25 pl de Taq polimerasa[ 5 U/ul 1,4 pl de DNA [ 40 ng/pl

], y 12 pl de agua estéril, para un volumen total de 50 ul por muestra.

Cuadro 3. Preparacion del coctel para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Volumen

Componente 1 reaccion 15 reacciones
Agua estéril 12 pl 180 ul
Trehalosa 10% 25 ul 375 ul
Buffer 10x Sul 75 ul
MgCI2 [2.5mM] 2.5u 37.5 ul
dNTP’s [10mM] 0.25 ul 3.75 ul
Iniciador F 0.5 ul 7.5 ul
Iniciador R 0.5 ul 7.5 ul
Taq Polimerasa [Su/ml] 0.25 ul 3.75 Wl

Subtotal 46 ul **690 ul /15

DNA Templado 4 ul 4 ul para cada tubo

Total 50 ul 50 ul

**El volumen se divide entre el numero de reacciones y se agrega el DNA de cada

muestra
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Programa del termociclador Palm-Cycler para PCR de cada gen

La optimizacion de las temperaturas de alineacion se basaron a partir de la
media del valor por default para cada primer, y a partir de esta referencia se corrieron
a diferentes temperatura en un termociclador de gradiente Palm-Cycler™ de Corbett
Life Science. Las condiciones 6ptimas de hibridacién o alineacion para rbcL fue de
61°C y para matK de 57°C el cual se observa en el (Cuadro 4). Una vez que se
obtuvo el mejor producto de PCR para cada par de iniciadores u oligonucleétidos se
procedié a realizar una PCR en el termociclador de punto final Applied Biosystem™
donde se utilizé el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C
por 4 minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 seg, una temperatura de alineacién para el
marcador rbcL de 61°C por 35 seg y una de 57°C por 35 seg para matK, 72°C por 35
seg para la temperatura de extension; un ciclo de extension final de 72°C por 10
minutos y 4°C por 5 minutos. Los productos finales de la PCR se guardan a -20°C
hasta proceder con la cuantificacion por electroforesis y/o cuantificacion en

espectrofotometro.
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Cuadro 4. Programa del termociclador para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Temperaturas
Ciclos Fase optimizadas Tiempo (min)
rbcL matK

DesnaturalizDal\cl:'iAc:)n inicial del 94 °C 94 °C 4-00
Desnaturalizacion del DNA 94 °C 94 °C 0:30

40 Alineacién del iniciador 61 °C 57 °C 0:35
Extension de iniciador 72°C 72°C 0:35

Extension final del iniciador 72 °C 72°C 10:00

Técnica de electroforesis

Los productos de la PCR fueron separados mediante electroforesis horizontal.
Se utilizdé un equipo de electroforesis marca Cleaver Scientific, Modelo: MSMIDI. Se
prepararon geles de agarosa al 1% con 0.8 g de agarosa en polvo en 80 ml de
solucion tampoén TAE 1x (Tris base, Acido acético, EDTA) estéril. La mezcla se
calenté en un horno de microondas por 90 segundos hasta que se transparentd. Se
dejé enfriar durante varios minutos hasta poder tocar el recipiente y se adicionaron 5
pl de colorante Gel Red (BIOTIUM™ cat: 41003) como agente de tincidon para
visualizar los fragmentos de DNA bajo luz ultravioleta y se agité suavemente para
obtener una mezcla homogénea. En seguida se colocd el peine en el lado de la

charola correspondiente al polo negativo. Se vacié la mezcla eliminando posibles
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burbujas en el gel y se dejo solidificar por 20 min. Una vez formado el gel, se cubri6
completo con una solucion de TAE 1X. Se cargaron 6 ul de la muestra (producto de
PCR) mas 3 ul de buffer de carga(Tracklt™ Cyan/Orange Loading Buffer, marca
Invitrogen). Ademas se cargé en uno de los pozos del gel un total de 2 ul del
marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder - Life Technologies) mas 1 pl de
buffer de carga. Se cerr6 el aparato, se conectaron los cables a la fuente de poder a
una potencia de entre 80 y 90 Vdlts, por un tiempo de 1 hr. Al finalizar este proceso
se extrajo el gel y se llevd a un documentador de geles (Bio-Rad Gel Doc™ 170-
8170) que consta de un transiluminador y una camara que capta la imagen del gel y
la envia a una computadora con sistema operativo Windows XP y software Quantity

OneR para su interpretacion.

Secuenciacion de muestras

El proceso de secuenciacion del DNA se llevo al cabo para ambas hebras de
la cadena (derecha e izquierda) para mejorar la precision de sus datos. Se realizd en
el area de gendmica del Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO), por el personal de la misma, con el programa de secuenciacién ABI y

el equipo Applied Biosystems® 3730/3730xI DNA Analyzer.
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Depuracién de las secuencias

Blast entre Fy R

Se hicieron alineaciones entre la secuencias derecha e izquierda de los dos
genes de cada muestra para verificar la calidad de la secuenciacion mediante la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) implementada en el Centro
Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI), la cual utiliza un algoritmo que
normalmente compara la secuencia del usuario (Query) contra las secuencias de su
base de datos (Subjetc) para indicarle al usuario la secuencia mas cercana. En el
caso de este estudio se tomd en cuenta el tamafio de ambas secuencias, el
porcentaje de identidad y cobertura los cuales debian ser lo mas cercanos al 100% vy

el numero de gaps o deleciones.

Revision de electroferogramas

Una vez revisadas las secuencias mediante el BLAST, se procedié a medir la
calidad de estas mediante la revision de electroferogramas que no son mas que
graficos que arroja el secuenciador, los cuales muestran el orden de las bases a
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partir de curvas de fluorescencia o picos bien definidos, correspondiendo un color
para cada base (verde para la adenina, rojo para timina, negro para guanina y azul
para citosina), donde mientras mas altos sean los picos mas fuerte sera la
fluorescencia creada por esa base y mayor su calidad. (Northwest Association for

Biomedical Research and Research National Science Foundation, 2012).

Para la visualizacion de los electroferogramas se utilizé el programa FinchTV,
tomando en cuenta un valor promedio de calidad = 30 (Q30) cumpliendo con los
rigurosos estandares de las bases de datos publicas. Puesto que FinchTV calcula la
calidad tomando el log10 de la probabilidad de error y multiplicandolo por -10, las
bases con valores de calidad de 30, tienen probabilidades de error de uno en 1000
(Northwest Association for Biomedical Research and Research National Science

Foundation, 2012).
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Corte de extremos de baja calidad

Partiendo de los criterios antes mencionados sobre calidad se procedi6 al
corte de los extremos de las secuencias con promedio de calidad inferior a 30, asi
como a la correccion de bases intermedias comparando la calidad de la secuencia

derecha con la izquierda, tanto de las secuencias rbcL como matK.

Traduccioén para descartar fallas en secuenciacion

Las regiones con las que se trabajo en el presente estudio son codificantes,
un paso indispensable es obtener la secuencia de la proteina para la que codifica la
secuencia de DNA obtenida. Para ello se verificé la ausencia de codones STOP

intermedios, con la herramienta de traduccidn del servidor expasy.

Agrupamiento de secuencias por marcador

Partiendo de las secuencias ya depuradas se dio lugar al organizacion de las
mismas, agrupandolas en un archivo FASTA para cada gen, el cual se generd

leyendo y concatenando los archivos en un vector por medio de cddigo desde la
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consola de R.

Alineacion con Clustal

Con las secuencias agrupadas por marcador se realizaron alineaciones para
poder observar polimorfismos o diferencias entre las secuencias de cada planta
(cambios de bases) y se guardaron en archivo con formato Phylip para su posterior

analisis.

Analisis filogenético

Para el analisis filogenético se utilizaron los paquetes seqinr, ape y spider del
lenguaje y ambiente R (R Core Team. (2014)). La lectura de las alineaciones hechas
en Clustal se realizé en formato “Phylip” con el paquete seqinr. Con el paquete ape
se convirtieron las alineaciones a formato “DNAbIn“ y se construydé una matriz de
distancias genéticas, de la cual se partié para generar un arbol filogenético preliminar
con las muestras de Jamé, Boquillas, Chupadero y Buenavista con el algoritmo
Neighbor Joining. Debido al hallazgo de algunas diferencias, se revisaron las

secuencias nuevamente, se realizaron las ediciones necesarias y se generd otro
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archivo en formato “Fasta” para los nuevos analisis.

Obtencidn de secuencias consenso

Con ayuda del paquete seqinr se obtuvieron secuencias consenso para las
plantas de D. cedrosanum y D. berlandieri tanto para rbcL y matk. Para la secuencia
matK de D. cedrosanum 866 nucleétidos y 519 para rbcL. Para D. berlandieri una

secuencia consenso matK de 855 y 525 nucledtidos para rbcL.

Generacion de dendrogramas

Se construyeron dendrogramas basados en el algoritmo NJ (Neighbor Joining)
a partir de la generacion de matrices de distancia de Kimura con dos parametros
entre las secuencias de BOLD vy las secuencias consenso de rbcL y matK para D.

cedrosanum, D. berlandieri y la especie desconocida de Jamé.

Inclusién de esparrago como control

Se generaron dos archivos fasta, uno con las secuencias consenso matK de

D. cedrosanum y D. berlandieri, mas las secuencias de BOLD de D. serratifolium, D.
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wheeleri y Asparagus officinalis (esparrago), y otro con las de rbcL. A partir de estos

archivos se generaron las matrices y arboles filogenéticos correspondientes.

Generacion _de coédigos de barras

La representacidon grafica del cédigo de barras se llevd a cabo mediante la
utilizacién del paquete spider de R. Se obtuvieron los codigos de barras
correspondientes a D. cedrosanum y D. berlandieri para los genes rbcL y matk a

partir de las secuencias “DNAbin”.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Calidad de DNA

Como se observa en el Cuadro 5, los parametros de calidad de DNA son
adecuados para proceder con la amplificacion de fragmentos por medio de la PCR

(Reaccion en cadena de la polimerasa).
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Cuadro 5. Parametros de calidad de DNA.

ID Laboratorio | CI DNA ng/ul A260 A280
JAM 01 2947.00 58.940 34.225
JAM 02 2904 .44 58.089 33.970
JAM 03 3538.92 70.778 40.258
JAM 04 2889.00 57.780 34.148
JAM 05 3408.65 68.173 39.051

BO 01 4827.61 96.552 54.582
BO 03 3893.58 77.872 45.263
BO 04 2723.86 54 477 32.973
CH 02 4489.62 89.792 50.309
CH 03 4752.27 95.045 55.248
UA2011-27 410.72 8.214 4.484
UA2010-28 120.75 2.415 1.508
UA2010-39 104.32 2.086 1.214
UA2011-12 105.28 2.106 1.338
UA2011-15 87.29 1.746 1.138

ID Laboratorio es el nombre asignado a cada planta, Cl es la concentracion inicial de
DNA proporcionada por el espectrofotometro, A260 es la absorbancia a 260 nm y
A280 es la absorbancia a 280 nm. La concentracion final necesaria para la

realizacion de la PCR es de 40 ng/ul.
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Amplificacion de fragmentos de rbcl v maK

En las Figuras 12 y 13 se observan los geles con las bandas correspondientes
a los fragmentos de DNA amplificados de rbcL y matK para cada una de las muestras
colectadas. En la Figura 12 se puede observar que el fragmento amplificado fue el
correcto al compararse con la escalera o marcador de tamafno molecular. Las bandas
se observan integras y de buena calidad, lo que se puede notar por el grosor de las
mismas, lo que permite obtener una buena secuenciacion. De cada una de las 15
muestras se logré amplificar el fragmento deseado de rbcL, como se puede observar
por medio de las bandas presentes en el gel de agarosa, las cuales presentaron un

tamano de banda aproximado de 580 bp.
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MP 12 3456 7 38 9101112131415C1T172 C1

3000 bp
1000 bp
800 bp

100 bp

Figura 12. Patrones electroforéticos para el iniciador rbcL. Los carriles
presentan cinco plantas para la poblacién desconocida de Jamé (1-5),
cinco para D. berlandieri (6-10) y cinco para D. cedrosanum (11-15). MP es
el marcador de tamafio molecular, C1 representa el control positivo
Capsicum annuum var. glabriusculum que es chile, T1 es el sobrante del

Mix sin el DNA, T2 es H,0 libre de RNasas y Dnasas.
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Figura 13. Patrones electroforéticos para el iniciador matK. Los

carriles presentan cinco plantas de la poblacion desconocida de
Jamé (1-5), cinco de D. berlandieri (6-10) y cinco de D. cedrosanum
(11-15). (1). JAMO1, (2). JAMO02, (3). JAMO3, (4). JAMO4, (5).
JAMO5, (6). BOO1, (7). BOO03, (8). BO04, (9). CH 02, (10). CH 03,
(11). UA2011-27, (12). UA2010-28, (13). UA2010-39, (14). UA2010-
12, (15). UA2011-15. C1 representa el control positivo Capsicum
annuum var. glabriusculum que es chile y MP es el marcador de

tamano molecular.
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En la Figura 13 se observa la amplificacion de una banda de aproximadamente
800 bp en cada una de las muestras, lo cual concuerda con la informacion reportada
por Fazekas et al. (2012), confirmando una correcta amplificacién para esta region.
Se observa también una segunda banda de 300 bp aproximadamente, la cual
posiblemente se debe a una amplificacion parcial de DNA nuclear de la misma
planta, que puede tener un cierto grado de similitud con la secuencia del DNA de
cloroplastos (matK), sin embargo es solo un corto fragmento de la secuencia, lo cual
explica el pequefo tamafo de la segunda banda en comparacion con la primera de
800 bp aprox. Se pudiera sugerir una contaminacién con DNA de un microorganismo,
ya que aun cuando se tomaron las medidas de limpieza y manejo necesarias, es
posible su presencia debido a las condiciones de enfermedad en que se encontraban
algunas plantas; aun cuando se tratd de colectar y utilizar tejido sano, en este tipo de
plantas es dificil obtener tejido completamente sano ya que las hojas mas jovenes
pueden tener mas de 5 afos de vida. Seria posible pensar en la amplificacién del
fragmento de DNA de un microorganismo, si bien no se ha reportado en la literatura
un caso similar para el caso de matK. Kress y Erickson (2012) recomiendan
comprobar si hay secuencias quiméricas (resultado de la amplificacion de PCR no
especifica a partir de multiples templetes), por contaminacién de bacterias, virus,
hongos o algas y quitarlos de la secuencia consenso. Por otro lado se podria pensar
también que la banda de menor tamafio se pudo haber generado por la formacién de
dimeros o trimeros de primers, sin embargo por el momento, no se pueden mas que
sugerir posibles causas para la presencia de dos bandas, por o que debera tomarse
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solo como una hipétesis. Es importante mencionar que dicho fendmeno no afecté los
resultados obtenidos, lo cual se verifico en el analisis de las secuencias por medio de
los electroferogramas, en los que se confirmd su calidad, ya que no se encontr6 la

presencia de “N” en ellas.

Alineaciones v distancias genéticas

Se obtuvieron 15 secuencias de cada uno de los genes amplificados: rbcL y
matK, las cuales presentaron muy buena calidad en su lectura y alineamiento a
excepcion de las plantas JAM 01 y UA2011-27 de la region matK, las cuales fueron
eliminadas debido a problemas de secuenciacion evidenciados por gaps, asi como
BO 01 del gen rbcL, que fué eliminada debido a que era un fragmento pequefio de la

secuencia.

Para el marcador rbcL se obtuvo una secuencia consenso de 519 nucledtidos
para D. cedrosanum y 525 para D. berlandieri. En los Cuadros 6 y 7 se muestra el
numero de substituciones de bases por sitio entre las secuencias de nucledtidos de
las plantas analizadas para ambos genes y las dos especies de sotol documentadas

en BOLD. Para el marcador matK se obtuvo un fragmento de 866 nucledtidos en la
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secuencia consenso de D. cedrosanum y 855 para D. berlandieri

Tanto para rbcL como para matK, las secuencias de las muestras se
comportaron de manera uniforme dentro de las especies D. cedrosanum y D.
berlandieri. La mayor variacion interespecifica se presenté en el gen matK, Las
diferencias interespecificas mayores para el gen matK fueron con D. berlandieri, la
cual presento una diferencia de 7 bases con D. wheeleriy 5 con D. serratifolium, asi
como D. cedrosanum, que mostré una diferencia de 7 bases con D. berlandieri, 4 con
D. serratifolium y 6 con D. wheeleri. En cambio se observé poca diferencia entre las

secuencias de D. serratifolium y D. wheeleri con solo 2 bases substituidas.

Para el gen rbcL, las secuencias de D, wheeleri y D. serratifolium solo
presentaron diferencia en una base, lo mismo ocurri6 para D. wheeleri y D.
cedrosanum, y D. wheeleri con D. berlandieri, sin embargo la diferencia de un solo
nucledtido en sus secuencias puede significar millones de afios de divergencia en la

escala evolutiva (Cuadros 6y 7).
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Cuadro 6. Numero de substituciones de nucledtidos entre especies de
Dasylirion con el marcador rbcL.

Especies | Dberlan | Dcedro | Dserrat | Dwheel
Dberlan 0 0 0 1
Dcedro 0 0 0 1
Dserrat 0 0 0 1
Dwheel 1 1 1 0

Especies: D. serratifolium, D. wheeleri, D. cedrosanum, D. berlandieri

Cuadro 7. Numero de substituciones de nucledtidos entre especies de
Dasylirion con el marcador matK.

Especies Dserrat Dwheel | Dcedro | Dberlan
Dserrat 0 2 4
Dwheel 2 0 6
Dcedro 4 6 0
Dberlan 5 7 7

Especies: D. serratifolium, D. wheeleri, D. cedrosanum, D. Berlandieri
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Analisis filogenético del gen rbcL

El arbol filogenético de la Figura 14 muestra el agrupamiento de plantas
indivduales con con el gen rbcL y el método de Neighbor-Joining (NJ) en Dasylirion,
el cual incluye 14 secuencias rbcL; cuatro pertenecen a la especie D. cedrosanum,
cuatro a D. berlandieri y cinco al grupo de la poblacién de Jamé, el cual se agrupa
con D. berlandieri. Por otro lado la planta UA2010-39 se separa del grupo de D.
cedrosanum y parece agruparse mas cerca de las de Jamé debido la similitud entre
sus secuencias. Esto indca que podria tratarse de una planta de especie exdtica,

introducida al area de Buenavista, Saltillo.
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JAMOS-rbel B D. cedrosanum

UAMO4-rbel - fa- n‘_’;z’ fandieri

JAMO1-rbcl B Planta exética

UA2010-39

JAMO2-rbcel

IBO04-rbcl

JAMO3-rbcel

IBO03-rbcl
UA2010-12
UA2011-27
UA2011-15
UA2010-28

CHO03-rbcl

CHO2-rbcl

Figura 14. Agrupamiento de plantas indivduales con con el gen rbcL y el método de

Neighbor-Joining (NJ) en Dasylirion.

En rojo se observan las plantas que se agrupan en la especie D. cedrosanum,

en azul las pertenecientes al grupo de D. berlandieri, en negro las de la poblacion
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desconocida Jame, y en verde la planta exética UA2010-39.

Las Figuras 15 y 16 contienen arboles filogenéticos para el gen rbcL a partir
de secuencias consenso de D. cedrosanum, D. berlandieri y las secuencias de BOLD
(D. serratifolium y D. wheeleri), incluyendo a UA2010-39 en la Figura 16. Se puede
observar que la secuencia consenso para rbcL de D. cedrosanum es diferente del
resto. En la Figura 16 se observa como la planta UA2010-39 se encuentra
posicionada entre D. wheeleri y D. berlandieri, formando un grupo aparte de D.

cedrosanum.
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D. cedrosanum

D. berlandieri

D. serratifolium

D. wheeleri

Figura 15. Arbol filogenético para el gen rbcL a partir de
secuencias consenso de D. cedrosanum, D. berlandieri y las

secuencias de BOLD (D. serratifolium y D. wheeleri).
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D. cedrosanum

D. wheeleri

UA2010-39

D. berlandieri

D. serratifolium

Figura 16. Arbol filogenético para el gen rbcl a partir de secuencias
consenso de D. cedrosanum, D. berlandieri y las secuencias de BOLD (D.

serratifoliumy D. wheeleri), incluyendo a UA2010-39.

La Figura 17 presenta el arbol filogenético del gen rbcL a partir de secuencias
consenso de BOLD, D. cedrosanum y D. berlandieri con la inclusion de A. officinalis.

De acuerdo con Sarich y Wilson (1973) y su propuesta de la prueba de velocidad
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relativa, es que se incluyé la especie Asparagus officinalis como especie de
referencia externa al grupo. Podemos observar como las secuencias de Dasylirion se
siguen agrupando de la misma manera asi como su lejania en comparacion con la

especie control.
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D. wheeleri

—D. cedrosanum

D. serratifolium

D. berlandieri

A. officinalis

Figura 17. Arbol filogenético del gen rbcL a partir de secuencias
consenso de BOLD, D. cedrosanum y D. berlandieri con la

inclusion de A. officinalis.

La Figura 18 comprende el dendrograma de secuencias matK de plantas
individuales, donde se observa la formacion de tres grupos, el primero constituido por
plantas pertenecientes a la especie D. cedrosanum, dentro de la cual se encuentran
ubicadas las plantas de la localidad de Buenavista; el segundo formado por las

plantas pertenecientes a la especie D. berlandieri en la cual se agrupan las plantas
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de Boquillas, Chupadero y Jamé; lo cual sugiere que las plantas de la localidad de
Jamé podrian pertenecer a D. berlandieri. El tercer grupo esta conformado por la
planta UA2010-39 de la localidad de Buenavista, lo que la confirma como una
especie introducida, la cual aun no se ha podido ubicar con certeza en una especie
particular debido a la carencia de estructuras florales al momento de su observacion,
y a su condicidon como planta masculina. Segun observaciones hechas por el Dr.
Jose Angel Villareal Quintanilla, se presume que podria tratarse de la especie D.
acrotrichum (Bogler, 1994), ya que presenta caracteristicas similares (Figura 19). En

todo caso, ya que se trata de una planta exadtica, se elimina para el siguiente analisis.
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B0O04-matk B UAAAN
B0O03-matk : ?a rﬁzdandieri
|CHO3-matk
|CHO2-matk
JAMO4-matk
iBO01-matk
JAMO2-matk
UA2010-39
|UA 2011-15
‘UA 2010-12
UA2010-28
JAMO3-matk
JAMOS5-matk

Figura 18. Dendrograma de secuencias matK de plantas individuales.

79



Figura 19. Planta UA2010-39 introducida en

Buenavista, Saltillo, Coah. (Foto: D. Mendoza)

Como resultado de la eliminacion de la planta UA2010-39 para el analisis con
matK, se forman unicamente dos grupos (Figura 20), uno en el que se agrupan las
plantas de la poblacion de Jamé con las D. berlandieri y otro donde se agrupan las

D. cedrosanum.
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JAMO4-matk

IUA2011-15

JAMOS-matk

JAMO3-matk

CHO03-matk

CHO02-matk

JAMO2-matk

IBO03-matk

IBO01-matk

BO04-matk

UA2010-12

UA2010-28

B D. cedrosanum
B D. berlandieri
m Jamé

Figura 20. Dendrogramade plantas individuales de la region matK sin la planta

UA2010-39.

En el dendrograma de la Figura 21 donde se ubica el arbol filogenético a partir

de las secuencias consenso de la region matK se observa por un lado a D.
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serratifolium y D. wheeleri que se encuentran mas cercanos genéticamente, y por
otro lado se les ve alejados de los grupos D. berlandieri y D. cedrosanum. UA2010-
39 aparece intermedia entre estas dos especies pero mas cercana a D. berlandieri, lo

qgue coincide con los analisis arrojados por el marcador rbcL.
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D. cedrosanum

UA2010-39

D. berlandieri

D. serratifolium

D. wheeleri

Figura 21. Arbol filogenético a partir de las secuencias consenso

de la region matK para D. berlandieri, D. cedrosanum y las

secuencias de BOLD con inclusion de UA2010-39.

Con la eliminacion de la planta UA2010.39, las especies D. wheeleri y D.

serratifolium siguen permaneciendo cercanas entre si pero lejanas de D.

cedrosanum y D. berlandieri (Figura 22). Los grupos se mantienen sin haber

diferencias respecto a los resultados obtenidos a través de los dendrogramas

anteriores.
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D. wheeleri

D. serratifolium

D. cedrosanum

D. berlandieri

Figura 22. Arbol filogenético a partir de las secuencias consenso
de la region matK para D. berlandieri, D. cedrosanum y las

secuencias de BOLD sin UA2010-39.

En la Figura 23 se visualiza el arbol fildgenético con la inclusién de Asparagus
officinalis para la region matK. Podemos notar lo distinta que es la planta D.
cedrosanum en comparacion con las demas al observar como se aleja del resto, al

igual que especie control (A. officinalis) que se aleja mucho mas. Sin embargo D.
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wheeleri, D. serratifolium y D. berlandieri son menos distantes entre si. También

podemos observar cuan alejada se encuentra D. berlandieri de D. cedrosanum.

—D. berlandieri

—D. wheeleri

D. serratifolium

—D. cedrosanum

A. officinalis

Figura 23. Arbol fildgenético con la inclusion de Asparagus

officinalis para la region matK.

Se realizdé un analsis con el uso de las secuencias consenso concatenadas de
matK + rbcL como un codigo de barras genético multilocus (Figura 24). En este caso

los resultados del analisis fueron practicamente los mismos que los obtenidos por
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matK de forma individual. De tal manera que resultados obtenidos de la combinacion

de ambos genes, aportan basicamente la misma informacion del dendrograma

anterior (Figura 23).

—D. berlandieri

—D. wheeleri

D. serratifolium

—D. cedrosanum

A. officinalis

Figura 24. Arbol filogenético con la inclusién de Asparagus

officinalis para la combinacion rbcL — matK.
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Visualizacion de cédigos de barras

En la Figura 25 se puede visualizar el codigo de barras correspondiente a
cada especie, en el cual se pone en evidencia una divergencia de 7 nucleétidos entre

D. cedrosanum y D. berlandieri para el gen matK.

D. cedrosanum

0 200 400 600 800

D. berlandieri

Figura 25. Representacién grafica del cédigo de barras de la vida para D.

cedrosanum 'y D. berlandieri con el gen matK.

El color verde corresponde a la adenina, rojo para timina, negro para guanina

y azul para citosina.
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Los analisis anteriores arrojan resultados contundentes de que matK es la
mejor region como codigo de barras de la vida para el género Dasylirion, ya que en el
analisis logré separar con mayor eficacia las especies. Por otro lado se conoce
segun estudios previos que el gen rbcL de manera individual tiene poco poder
discriminatorio para identificar individuos a nivel de especie, y en este caso particular,
s6lo pudo diferenciar entre D. cedrosanum y D. berlandieri, y no excluyd la planta

introducida en Buenavista (UA2010-39), la cual incluyo en el grupo de D. berlandieri.

Tanto para el fragmento de matK como para el de rbcL la base de datos de
BOLD y GenBank tiene secuenciadas unicamente 2 especies de Dasylirion, por lo
que el presente estudio representa un avance al contribuir con futuros estudios para
el resto de las especies de sotol que menciona la literatura. Los resultados obtenidos
en el presente estudio sugieren la utilidad de esta combinacién de loci para distinguir

e identificar especies del género Dasylirion.
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V. CONCLUSIONES

1. La técnica de Cdodigo de Barras de la Vida con el uso de los genes matK'y rbcL
resultd ser eficiente para distinguir entre especies del género Dasylirion, al permitir
diferenciar sin ambigledad entre cuatro de ellas. Ademas ambas secuencias de

genes citoplasmaticos no presentaron diferencias intraespecificas.

2. La secuencia del gen matK mostré mayor poder de discriminacion que rbcL.

3. Las secuencias del gen matK y rbcL permitieron identificar la presencia de una

planta exética en Buenavista, Saltillo, Coah.

4. Las secuencias de DNA de la poblacion del puerto de Jamé coinciden con las de

D. berlandieri.

5. La combinacion de las secuencias rbcL y matK revelaron que las especies D.

wheeleri y D. serratifolium son filogenéticamente cercanas entre si y lejanas de D.

cedrosanum y D. berlandieri.
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