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En el presente trabajo se propag6é material vegetal de T. valdezianus por
medio de la técnica de cultivo de tejidos con los siguientes objetivos i) Establecer
la fase movil (mezclas de solventes) mas adecuada para la separacion de los
componentes presentes en los extractos de vitroplantas en diferentes etapas de
desarrollo y de plantas cultivadas en invernadero de T. valdezianus; ii) Generar
una metodologia de separacion y obtencién de metabolitos a partir de
vitroplantas de T. valdezianus en diferentes etapas de desarrollo; iii) Identificar y
caracterizar parcialmente los alcaloides a partir de vitroplantas y especies
cultivadas en invernadero de T. valdezianus en diferentes etapas de desarrollo;
iv) Determinar el rendimiento de alcaloides, metabolitos secundarios presentes
en T. valdezianus a base de metanol mediante cromatografia de capa fina; v)
Describir el cédigo de barras de ADN de T. valdezianus basado en las
secuencias de dos genes (matK y rbcL). EI material vegetal partio de 6 frascos
de vitroplantas, incrementado por medio de micropropagacion. Del cual se
clasificaron de acuerdo a su etapa de crecimiento (tamafio de brote), comparadas
con plantas procedentes de vivero (donadas por el Museo del Desierto de
Saltillo), formando ocho grupos (AS, AF, BS, BF, CS, CF, DS Y DF). Las
muestras se manejaron en su condicion fisica fresca y seca. El método de
extraccion de metabolitos secundarios en las muestras se llevé a cabo por medio
de una extraccion con metanol, ayudado por una plancha de agitacion eléctrica a
100 rpm durante 72 horas. Realizando a estos pruebas colorimétricas con una
concentracion estandarizada de 10,000 ppm. Se probaron diez sistemas (mezclas)

de solventes para seleccionar la fase movil méas adecuada en la cromatografia de

iv



capa fina (CCF o cromatografia de capa delgada CCD), utilizando cuatro
reveladores distintos (camara de onda larga, onda corta, cAmara de yodo y
reactivo de Dragendorff). Se corrieron placas cromatograficas de 20 x 20 cm con
los extractos completos, y se aislaron las bandas positivas para alcaloides de
cada grupo para determinar el porciento de rendimiento de estos. También se
extrajo material genético de vitroplantas para amplificar y secuenciar con ayuda
de dos genes iniciadores matK y rbcL, para la descripcién del codigo de barras de
ADN. Los resultados referentes a la parte de metabolitos secundarios, indican
que todos los grupos tanto de muestras frescas como secas, mostraron una
reaccién positiva a la presencia de alcaloides para las pruebas de Dragendorff,
Wagner y Mayer. Las muestras secas, tuvieron una reaccion visiblemente mas
intensa por lo que se continud el resto de las pruebas solo con los grupos en
condicion fisica de muestras secas. En cuanto al sistema de solventes el méas
adecuado fue el sistema numero ocho el cual estuvo compuesto por Hexano —
Acetona en concentraciones 80:20 debido ya a que este sistema fue el que mostrd
mayor numero de bandas. Los cuatro grupos de muestras secas fueron positivos
para alcaloides, en por lo menos, una de sus bandas de la placa cromatografica, y
se aislaron estas bandas, calculando el porciento de rendimiento de alcaloides.
Los siguientes resultados mostraron, para el grupo AS 2.6%, BS 1.8%, CS 3.4%
y DS 28.6%. Por lo que el grupo con mayor porcentaje de rendimiento, fue el D
seco, mientras que para las vitroplantas, fue el grupo C seco. En lo referente al
cédigo de barras de ADN, el analisis de las secuencia en BLAST, mostraron

tanto en matk como rbcL valor alto de identidad asi como de calificacion



(Score). Por lo que se concluye gue el codigo de barras es una herramienta Util,
en la identificacion de organismos. Encontrando valores de identidad maxima de
hasta el 100%. Las secuencias rbcL fueron menos constantes en comparacion con
las frecuencias analizadas con matK, de acuerdo a su valor maximo de
calificacion e identidad. Tomando en cuenta el puntaje maximo de calificacion
en la tablas, las especies que muestran mas alta similitud es en general
Turbinicarpus schmiedickeanus para la muestras analizadas con el gen matK,
mientras que al ser analizadas esta mismas con el gen rbcL los géneros con la
similitud mayor son Lepismium, Schlumbergera y Hatiora. Por lo que de acuerdo
a estos resultados se infiere que el codigo de barras de ADN es util para la
identificacion de organismos, y en el caso particular de este trabajo con los
genes empleados (matK y rbcL) ayudo en la identificacion de genero

Turbinicarpus.

vi
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In this paper spread plant material of T. valdezianus through tissue culture
technique with the following objectives i) Set up the mobile phase (solvent mixtures)
more suitable for the separation of the components present in extracts of tissue culture
plants in different stages of development and from plants cultivated in the greenhouse;
ii) Building a methodology for separation and collection of metabolites from in vitro
plants of T. valdezianus at different stages of development; iii) Identify and
characterize the alkaloids in part from plantlets and greenhouse grown species of T.
valdezianus at different stages of development; iv) To determine the yield of alkaloids,
secondary metabolites present in T. valdezianus methanol-based thin layer
chromatography; v) describe the barcode DNA of T. valdezianus based on the
sequences of two genes (matK and rbcL). The plant material came from 6 bottles of
plantlets, increased by micropropagation. Which were classified according to their stage
of growth (bud size) compared with plants from nursery (donated by the Desert Museum
in Saltillo), forming eight groups (AS, AF, BS, BF, CS, CF, DS and DF). The samples
were handled in your fitness fresh and dry. The method of extraction of secondary
metabolites in the samples was carried out by means of extraction with methanol, aided
by an electric stir plate at 100 rfm for 72 hours. Performing these colorimetric tests
with a standardized concentration of 10,000 ppm. Ten systems tested (mixtures) of
solvents to select the most suitable mobile phase thin layer chromatography (TLC),
using four different developers (long-wave camera, short wave, iodine and reagent
chamber Dragendorff). TLC plates were run 20 x 20 cm full extracts, and isolated
alkaloids positive bands of each group to determine the percent yield of these. Also

extracted genetic material to amplify and sequence plantlets using two primers matK and
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rbcL gene, for the description of the bar code of DNA. The results concerning the
secondary metabolites, indicate that all groups of both fresh and dried samples showed
a positive reaction to the presence of alkaloids for Dragendorff tests, Wagner and Mayer.
Dried samples, had a noticeably stronger reaction was continued at the rest of the tests in
groups with single physical condition of dry samples. For the system most suitable
solvent system was number eight which consisted of hexane - acetone concentrations
and 80:20 due to this system was the one who showed more bands. The four groups of
dried samples were positive for alkaloids, in at least one of the bands of the
chromatographic plate, and these bands were isolated by calculating the percent yield of
alkaloids. The following results show, for the AS group 2.6%, 1.8% BS, CS and DS
3.4% 28.6%. So the group with the highest percentage yield was the D dry, while for in
vitro plants was the group C dry. With regard to the barcode DNA sequence analysis of
BLAST, showed both matK and rbcL high value of identity and score. It was concluded
that the bar code is a useful tool in the identification of organisms. Finding a high
identity values up to 100%. RbcL sequences were less consistent in comparison with the
frequencies matK analyzed according to its maximum score and identity. Taking into
account the maximum qualifying score on the tables, the species showing highest
similarity is generally Turbinicarpus schmiedickeanus for samples analyzed with the
matK gene, whereas when analyzed with the same gender rbcL gene with greater
similarity are Lepismium, Schlumbergera and Hatiora. So according to these results it
follows that the barcode DNA is useful for the identification of organisms, and in the
particular case of this work with employees genes (matK and rbcL) helped in identifying

Turbinicarpus genre.
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I. INTRODUCCION

México es el pais que alberga la mayor cantidad de especies de cactaceas en el
mundo. Estan presentes en las actividades de comunidades aisladas como parte de su
alimentacion, forraje para ganado, remedios caseros, combustible, ornamentacion y
cercado de viviendas. La amenaza de extincion sobre algunas cactaceas se ha
incrementado en las ultimas décadas debido a su recoleccion excesiva con fines
ornamentales, a la demanda en el uso del suelo y al crecimiento del area urbana. Las
cactaceas son una familia vegetal originaria del continente americano, cuenta con 110
géneros y 1500 especies aproximadamente. En nuestro pais se encuentran 52 géneros y
850 especies, lo que coloca a México como el pais con mayor variedad y riqueza de

cactaceas a nivel mundial (Mayen, 2002.).

Descripcion de la especie

Las plantas de T. valdezianus son pequefias de 10 a 15 mm de didmetro en cielo
abierto, mientras en invernadero pueden alcanzar mayores dimensiones. Sus tallos
simples son deprimidos-globosos a sub-cilindricos producen una o mas bellas flores de
color blanco a violeta-rojizo (Reyes et al., 2000). El tallo esta dividido en decenas de
tubérculos angulares arreglados en espiral, algunos de 3 mm de largo por 3 mm de
ancho. La punta de cada tubérculo esta adornada con 30 o 40 espinas finas diminutas de
color blanco, de 2 mm de largo, curvadas hacia el tallo. Las flores son apicales, de color
magenta, con los bordes de los pétalos de color blanco y rosado, de 2 cm de didmetro
por 3 cm de longitud, y con decenas de semillas negras de 1 mm de diametro.

Turbinicarpus esta adaptada a nichos extremos, méas del 80% de las especies crecen en
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grietas de rocas, entre las piedras o debajo de ellas, donde el polvo acumulado es
suficiente para permitir el desarrollo de la raiz, (Flores, 2005). Su localidad tipo se
encuentra en Coahuila, al noreste de la ciudad de Saltillo, donde fue originalmente
descubierta y descrita por Moller en 1930 con el nombre de Peleciphora valdezianus
(Neutelings, 1982). Después de ser ubicada en diferentes géneros es ahora reconocida
como T. valdezianus (Moller) Glass & Forter (Glass y Foster, 1977). En el area cercana
a Saltillo las plantas presentes tipicamente son las de color violeta-rojizo, fuera de esta

localidad se registra principalmente la forma “albiflorus”. (Reyes et al., 2000).

Alcaloides como metabolitos secundarios

Se ha demostrado que en algunas especies de cactaceas estudiadas se encuentran
cantidades considerables de alcaloides (compuestos que contienen nitrégeno) como por
ejemplo el Lephophora williamsii (LEMAIRE) COULT (El peyote) quien contiene un
alcaloide conocido como mezcalina, constituyente natural de ciertas especies de
cactaceas que crecen en regiones aridas del continente americano. Principios activos
naturales presentes en diversas especies vegetales, empleadas como alucindgenas por las
comunidades aborigenes de Ameérica, que cuentan con efectos multiples favorables a los
que se podria atribuir un caracter medicinal. Un ejemplo de esto es un pequefio cactus
verde grisaceo Y sin espinas, pudiendo decirse que el mismo constituye el "prototipo™ de
las plantas alucindgenas. En algunos lugares fue llamado mezcal o botones de mezcal,
probablemente como consecuencia de confusiones en la designacion de la primitiva flora
mexicana, mientras que en el Rio Grande se le denominé pellote, peyote o peyotl
(Bongiorno y Mandrile, 1982). Los alcaloides son un grupo de sustancias quimicas que

revisten especial interés por sus propiedades farmacologicas. Las investigaciones sobre
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estos fueron estimuladas primordialmente por buscar el principio alucinégeno del
peyote, cuyos extraordinarios efectos fueron descritos hace mas de cuatro siglos por
Fray Bernardino de Sahagun, y desde entonces hasta nuestros dias han sido y seguiran
siendo objeto de numerosas investigaciones. Por este motivo la investigacion de
alcaloides en las cactaceas fue enfocada principalmente hacia varias plantas conocidas

con el nombre genérico de peyotes Bravo-Hollis (1978).

Se ha encontrado metabolitos secundarios en diferentes especies pero no han sido

buscados en T. valdezianus una planta poco descrita en el ambiente cientifico.

Cddigo de barras como herramienta para la biodiversidad

La identificacion de organismos vivientes es posible utilizando un sistema
basado en secuencias del ADN para brindar soporte a los programas de investigacion

sobre biodiversidad.

Los defensores de la iniciativa Codigo de barras del ADN sostienen gue facilitara
la tarea de identificacion de especies y contribuird a revitalizar las colecciones
bioldgicas, asi como a acelerar el inventario de la biodiversidad (Gregory, 2005; Hebert
& Gregory, 2005; Schindel & Miller, 2005). EI Cédigo de Barras de ADN es uno de los
métodos méas innovadores utilizados en la tecnologia genética. Esta iniciativa propone
emplear informacion dentro de una misma region génica (por ejemplo el gen
mitocondrial de la Citocromo ¢ Oxidasa | = COI), en todas las especies vivientes y con

condiciones de secuenciacion universalmente aceptadas y estandarizadas. No pretende
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sustituir a la taxonomia y la filogenia sino agilizar las tareas de identificacion,
especialmente en el campo de la biomedicina (identificacion de patdgenos, parasitos y
vectores), el control de plagas (intercepcion de especies invasoras, cualquiera que sea su
estado de desarrollo ontogenético) y los estudios sobre conservacion de la biodiversidad.
Es preciso contar con las secuencias de COI de numerosos individuos a lo largo de todo
su rango geografico ademas de secuencias de genes nucleares e informacién morfologica
y bioldgica detallada para arribar a una correcta delimitacién de las especies bioldgicas.
En la misma forma la huella genética (también llamada pruebas de ADN o analisis de
ADN) es una técnica utilizada para distinguir entre los individuos de una misma especie

utilizando muestras de su ADN, (Lanteri, 2007).


http://es.wikipedia.org/wiki/ADN

OBJETIVO GENERAL

Determinar el porciento de rendimiento de por lo menos un alcaloide
como metabolito secundario presente en extractos de T. valdezianus y describir el

codigo de barras de ADN del mismo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la fase movil (mezclas de solventes) mas adecuada para la separacion
de los componentes presentes en los extractos de vitroplantas en diferentes etapas

de desarrollo y de plantas cultivadas en invernadero de T. valdezianus.

e Generar una metodologia de separacion y obtencion de metabolitos a partir de
vitroplantas de T. valdezianus en diferentes etapas de desarrollo.

e ldentificar y caracterizar parcialmente los alcaloides a partir de vitroplantas y
especies cultivadas en invernadero de T. valdezianus en diferentes etapas de

desarrollo.

e Determinar el rendimiento de alcaloides, metabolitos secundarios presentes en

T. valdezianus a base de metanol mediante cromatografia de capa fina.

e Describir el codigo de barras de ADN de T. valdezianus basado en las

secuencias de dos genes (matK y rbcL).



HIPOTESIS

Los extractos de brotes de T. valdezianus poseen por lo menos un metabolito
secundario de importancia econémica, bioldgica o médica.
El uso de dos secuencias de genes citoplasimicos de T. valdezianus, permitira su

distincion taxondmica y el establecimiento de relaciones filogenéticas con otras.



I1. REVISION DE LITERATURA

Importancia de la especie T. valdezianus

En el estado de Coahuila se encuentran 188 especies de cactaceas y 61
variedades comprendidas en 20 géneros, cuenta con una extraordinaria variabilidad
morfologica y de adaptacién como respuesta a las condiciones climéticas y ecoldgicas
existentes, por lo que se ubica como una de las areas cactologicas mas importantes del
pais (Elizondo et. al., 1990). Las principales causas de presion sobre las especies que
consideramos amenazadas o en peligro de extincion son: el crecimiento de las
poblaciones rurales y su alto indice de marginalidad, la oportunidad de tener acceso a
recursos limitados a través de la venta de ejemplares colectados en los ecosistemas
naturales y el cambio de uso del suelo. T. valdezianus es una especie sujeta a proteccion
especial segun la Norma Oficial Mexicana (Nom-059-ECOL-2001) la cual trata sobre la
Proteccion Ambiental-Especies Nativas de México de Flora y Fauna Silvestre (Mayen,

2002).

Clasificacion taxondémica de T. valdezianus
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida



Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae

Subfamilia; Cactoideae

Tribu: Cacteae
Género: Turbinicarpus
Especie: valdezianus

Nombre binomial
Turbinicarpus valdezianus

(H.Mdller) Glass & R.A.Foster

Descripcion del género Turbinicarpus

Son plantas pequefias mas o menos globosas, generalmente simples, provistas de
tubérculos, areolas monomorfas, espinas escasas, suaves, no pungentes. Flores en las
areolas del apice de tallo, blancas o de color rosa, pericarpelo desnudo, a veces con una
escama diminuta hacia su porcion superior; estambres numerosos. Fruto constituido por
una baya irregularmente dehiscente. Semillas de 1 a 1.5 mm de longitud; testa negra y

verrugosa, sin arillo (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991).



Descripcion de T. valdezianus

T. valdezianus es de origen mexicano (Coahuila, San Luis Potosi), generalmente
es una cactaceas de crecimiento reducido y lento, de vida solitaria, ya que rara vez se le
encuentra agrupado, son plantas simples. Tallo tuberculado, globoso de alrededor de 5
cm de altura y 3 cm de diametro de color verde grisaceo. Areolas circulares hasta
elipticas, de 2 a 3 mm de diametro. Espinas radiales y centrales bien definidas. Espinas
radiales de 15 a 17mm, de alrededor de 5 mm de longitud, aciculares, blancas, vitreas,
algo plumosas, radiadas horizontalmente en torno de la areola, entrelazadas con las de
las areolas vecinas, ocultando en parte el tallo, espina central 1, de cerca de 1.5 cm de
longitud, gruesa, de 1 mm de diametro, con la superficie escabrosa provista de diminutos
tricomas, blanquecina, erecta, pero torcida y curva, cubriendo el apice, flores y frutos no

vistos (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada,1991).

Distribucion geografica

T. valdezianus conocida como peyotito crece en el valle de Saltillo y San Luis
Potosi, tanto en lomerios rocosos bajos, como en planicies abiertas de vegetacion
xerofita, en alturas comprendidas entre 1400 a 1700 msnm. Las localidades tipo de la
zona conurbada son ricas en esta especie, ya que contienen hasta 10 individuos por
metro cuadrado. Es una especie rara y hermosa, de tamafio pequefio y dificil de
encontrar, estd ubicada como especie en Proteccion Especial segin la MON-059-

SEMARNAT-2001 (Flores, 2005).



Propagacion de material vegetativo 0 micropropagacion

Una de las formas de preservacion en las cactaceas es la propagacion vegetativa
la cual puede ser por medio de esqueje, hijuelo o injerto, sin embargo, existen especies
en las que ninguno de estos métodos puede usarse y la propagacion debe hacerse por
semilla, pero en muchos casos las semillas son dificiles de obtener y muchas de ellas no
germinan bien por este método (Enriquez, 1994). Para evitar la extincion de muchas
especies asi como la proteccion de las mismas se utiliza una técnica de propagacion in
vitro la cual bajo condiciones controladas genera plantulas mas grandes en menor
tiempo y espacio. La técnica de propagacion vegetativa basada en la capacidad de
multiplicacién que poseen las células vegetales cuando son sometidas a condiciones
nutritivas y ambientales adecuadas y son estimuladas con determinados reguladores de
crecimiento. Es una técnica, que debe realizarse en instalaciones especificas, donde se
mantienen condiciones asépticas (Otero y Dolam, 1998). Esta técnica se basa en la
"totipotencialidad celular" que parte de la premisa: "toda célula viviente de un
organismo multicelular es capaz de desarrollarse si se le dan las condiciones externas
apropiadas. La célula tiene la habilidad de desarrollarse, regenerando un organismo
entero”. La nueva planta serd genéticamente idéntica a la planta madre, el desarrollo de
ésta se da en un periodo corto (Pérez et. al., 1999).

Torres (1996), menciona que el proceso de la micropropagacion esta constituido
por 5 etapas:

FASE 0: Preparacion de la planta madre

FASE I: Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia
FASE II: Multiplicacion de brotes

FASE I11: Enraizamiento

FASE IV: Aclimatizacion
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Metabolitos secundarios
La importancia farmacolodgica o biologica de los alcaloides

La diversidad estructural y la variedad en la actividad bioldgica, hacen de los
alcaloides como también de los antibidticos, los grupos mas importantes entre las
sustancias naturales de interés terapéutico. La funcion de los alcaloides en las plantas no
es aun clara, existen algunas sugerencias sobre el “rol” que juegan estas sustancias en los
vegetales como productos de desecho o almacenamiento del nitrégeno sobrante, La
microquimica ha permitido mostrar en forma general, que los alcaloides son localizados
en los tejidos periféricos de los diferentes organos de la planta, es decir en el
recubrimiento de las semillas, corteza del tallo, raiz o fruto y en la epidermis de la hoja;
esto nos permite pensar que los alcaloides cumplen una importante funcién como es la
de proteger a la planta, por su sabor amargo de estos, del ataque de insectos (Arango,

2002).

Pruebas colorimétricas para alcaloides

Las técnicas de reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los
alcaloides en estado de sal (extractos &cidos), de combinarse con el yodo y metales
pesados como bismuto, mercurio, tungsteno formando precipitados; estos ensayos
preliminares se pueden realizar en el laboratorio o en el campo.

En la practica, se utilizan reactivos generales para detectar alcaloides como: la
solucion de yodo-yoduro de potasio (Reactivo de Wagner), mercurio tetrayoduro de
potasio (reactivo de Mayer), tetrayodo bismuto de potasio (reactivo de Dragendorff),

entre otros. EI material vegetal seleccionado, debe ser previamente secado en estufa a
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una temperatura menor de 50°C, pulverizado, para luego ser desengrasado en soxhlet

con un solvente organico apolar (Arango, 2002).

Metodos de separacion cromatografia de alcaloides en plantas

Los alcaloides forman una amplia y variada familia de metabolitos secundarios
de moléculas no relacionadas entre si, siendo de gran importancia econémica debido a
sus propiedades farmacoldgicas, las mismas que han sido usadas desde la prehistoria
hasta la actualidad. Son los metabolitos mas frecuentes en el reino vegetal, habiéndose
encontrado cerca de 10,000 alcaloides en aproximadamente 20 por ciento de plantas con

flores, principalmente dicotileddneas herbaceas (Hopkins, 1999).

Se clasifican como alcaloides a aquellas sustancias basicas con uno o méas atomos
de nitrégeno en su sistema ciclico, que manifiestan actividad farmacoldgica (Lock,
1994).La mayoria de los alcaloides provienen del metabolismo de los aminoacidos,
principalmente tirosina, triptofano, arginina y lisina, y aunque algunos alcaloides se
encuentran en varios géneros o aun en una familia, la mayoria de las especies presentan
un patron Gnico, genéticamente determinado. Por otro lado su distribuciéon esta
restringida a determinados organos de la planta, como raices, hojas o frutos jovenes

(Hopkins, 1999).

No se ha determinado adn cudl es la funcion de los alcaloides en la planta,
aunque se le asignan un rol defensivo, debido a que la mayoria son amargos, lo cual es

considerado universalmente como un caracter repelente. Todos son bioldgicamente
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activos, muchos significativamente tdxicos y otros con propiedades antibioticas.
Frecuentemente los tejidos que acumulan alcaloides son los méas vulnerables, o son
tejidos periféricos que pueden ser atacados por herbivoros (Hopkins, 1999), pero el
hecho que cerca de 80% de las plantas no contienen alcaloides hace suponer que estos

no son vitales para todos los organismos vivientes (Lock, 1994).

Se aprovecha para la extraccion de alcaloides se aprovecha su caracter basico,
utilizando soluciones acuosas o alcohdlicas ligeramente &cidas, para obtener el extracto
crudo de alcaloides; pudiendo previamente liberarlos con soluciones de amoniaco y

carbonato de sodio, para extraerlos luego con solventes organicos (Lock, 1994).

Las técnicas de separacion de alcaloides mas comunes son la cromatografia de
capa fina o delgada. Los sistemas solventes son muy variados y el agente revelador de
uso general es el reactivo de Dragendorff, cuya aplicacion produce manchas
generalmente de color naranja (Lock 1994). La cromatografia en capa fina es un caso de
cromatografia de reparto en la que los componentes de una mezcla se separan por
diferencia de solubilidad entre dos sistemas disolventes. Los elementos del sistema
cromatografico son: soporte, fase estacionaria (disolvente A), y fase médvil o eluente
(disolvente B). Es una técnica simple en cuanto al equipamiento necesario (placa y
tanque cromatogréafico) y de facil desarrollo. El pardmetro experimental asociado a la
técnica es el Rf (coeficiente de reparto), relacionado con la solubilidad relativa de un
compuesto entre la fase estacionaria y fase movil, y que depende de su estructura

quimica y su hidrosolubilidad/liposolubilidad (Jorrin Novo et. Al 2009).
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Cddigo de barras de ADN

Los codigos de barras genéticos consisten en secuencias cortas y estandarizadas
de ADN que permiten la identificacion de las especies de organismos conocidas y el
descubrimiento de especies desconocidas. Con el fin de facilitar el estudio de la
biodiversidad, se han propuesto metodologias para la identificacion de las especies. Una
de estas herramientas es el cddigo de barras de la vida (DNA barcoding), el cual consiste
en la secuenciacion de fragmentos cortos de ADN de regiones determinadas del genoma.
Esta iniciativa busca facilitar la tarea de identificacion de especies, revitalizar las
colecciones bioldgicas y acelerar el inventario de la biodiversidad (Gregory, 2005;
Hebert & Gregory, 2005; Schindel & Miller, 2005).El cddigo de barras del ADN
consiste en la secuenciacion de una region normal del ADN como una herramienta para
la identificacion de especies (Janzen Daniel H. 2009). Fue desarrollada en 2003 por
Paul Herbert, del Instituto de Biodiversidad de Ontario, en la Universidad canadiense de
Guelph. Basandose en los analisis de recuperaciéon de la capacidad, la calidad de la
secuencia, y los niveles de discriminacion de la especie, se recomienda la combinacion
de dos lugares de rbcL-matK como el codigo de barras de las plantas. Este codigo de
barras basado en dos loci proporcionard un marco universal para el uso rutinario de
datos de secuencias de ADN para identificar las muestras y contribuir al descubrimiento
de las especies emparentadas de las plantas terrestres (Janzen Daniel H. 2009). Una de
las limitaciones del rbcL como marcador filogenético es su tasa de mutacion baja. La
proteina que codifica es muy definida al nivel de los aminoacidos que codifica, y las
mutaciones no suelen sobrevivir. Por lo tanto el gen rbcL no es util para inferir
relaciones filogenéticas entre géneros muy emparentados. Para eso se han utilizado otros

genes cloroplastidicos. Como matK, es un gen de una maturasa que esta en el intron que
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separa las regiones codificantes del trnK. También es un gen cloroplastidico con tasa de

mutaciones mas alta que el rbcL.

Cadigo de barras, proposito y utilidad

El cédigo de barras de ADN ("DNA barcoding") puede definirse como “el
empleo de la variabilidad nucleotidica existente en regiones cortas y estandarizadas del
genoma, como auxiliar en la identificacién y descubrimiento de especies bioldgicas en
los grandes grupos taxondmicos de organismos” (Hebert et al. 2003; Hebert y Gregory
2005; Ratnasingham y Hebert 2007). El propdsito de los cddigos de barras genéticos es
facilitar la identificacion de los organismos y, potencialmente, contribuir a descubrir la
diversidad organismica previamente no detectada a nivel de especie. El uso del gran
nimero de caracteres provenientes de las secuencias de ADN en la taxonomia se ha
propuesto como una estrategia viable para contribuir a establecer el inventario total de
las especies vivas actualmente sobre el planeta (Hebert y Gregory 2005). Esta técnica
puede aplicarse a materiales fragmentarios de plantas (por ejemplo, hojas, semillas,
polen, tallos o madera aislados) y ser utilizada ademas como auxiliar para medir la
diversidad de especies, para estudios de demografia y ecologia y para anélisis forenses

(Kress et al. 2005).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se llevé a cabo la micropropagacion de T. valdezianus con promotores y
retardantes del crecimiento. Se tomaron brotes de vitroplantas generadas en la fase de
germinacion que se colocaron en frascos con 20 ml de medio nutritivo de Murashige and
Skoog (MS) con 30 g L-1 de sacarosa, 250 mg L-1 de myo-inositol, 1 mg L-1 de
piridoxina-HCI, 1 mg L-1 de tiamina-HCIl, 9 g L-1 de agar, 3 mg L-1 de
Bencilaminopurina (BAP) y 1 mg L-1 de Paclobutrazol. EI pH se ajusté a 5.5 y se
esterilizd a 120° C durante 15 minutos. La siembra de los explantes se realizd en la
campana de flujo laminar, se colocaron por frasco 4 brotes. Los frascos se transfirieron
al cuarto de incubacion donde se mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas
de horas luz y temperatura hasta obtener individuos en diferentes etapas de crecimiento

mediante el trasvase del material vegetal.

De las vitroplantas generadas, se tomaron las muestras para la siguiente etapa de
la investigacion, clasificadas de acuerdo a su etapa de crecimiento (tamafio de brote),
comparadas con plantas procedentes de vivero (donadas por el Museo del Desierto de
Saltillo). Las muestras se manejaron en su condicion fisica fresca y seca, descritas en el

siguiente Cuadro 3.1



Cuadro 3.1. Grupos formados al clasificar
la planta en diferentes estadios.
TAMANO TIPO DE

GRUPO
ENcm  MUESTRA

AS

>2 Vitoplanta
AF
BS

06-19 Vitoplanta
BF
CS Vitoplanta

<0.5
CF
DS Planta de
>2

DF vivero

S= Secas, F=Frescas,

Las muestras se secaron en la estufa a una temperatura de 45 °C, hasta eliminar
por completo el contenido de humedad, donde el tiempo varié de acuerdo al tamafio de

cada muestra.

Con los pesos y porciento de rendimiento de cada muestra, se procedio a la
resuspension de cada una, utilizando solventes como metanol y hexano, y por medio de
agitacion constante, seguidas por un tratamiento con ultrasonido para facilitar la
disolucién de los extractos. Con las muestras resuspendidas, se calcul6 su concentracién

de acuerdo al volumen utilizado en cada una para su disolucion y el peso seco registrado
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de los extractos. De acuerdo a esto se prepararon alicuotas de 2 ml de cada una de las

muestras a una concentracion de 10, 000 ppm.

Determinacion de alcaloides como metabolitos secundarios

Los protocolos descritos a continuacion fueron desarrollados para establecer la

presencia y porciento de alcaloides en extractos de T. valdezianus.

Formacién de grupos de muestras y obtencion de extractos metandlicos

Obtenido el material vegetal por medio de la micropropagacion anteriormente
mencionada se manejaron muestras en dos condiciones fisicas frescas y secas. En el que
el material seco se coloco en forma individual en papel aluminio llevandolo a la estufa
a una temperatura menor a los 45°C hasta eliminar por completo el contenido de
humedad en cada individuo. La clasificacion se dio en tres grupos de vitroplantas
denominados A, B, y C, y un cuarto grupo D de plantas cultivadas en invernadero de
acuerdo a su tamario, tal como se muestra en el cuadro 3.1 anterior.

Protocolo:
e Macerar cada muestra.
e Agregar 75 ml de Metanol, con agitacion constante con ayuda de una plancha de
agitacion eléctrica a 100 rpm durante 72 horas.
e Filtrar la muestra separando el material solido de la planta, de la fraccion

metanolica.
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Rotaevaporar a una temperatura de 68°C hasta reducir casi por completo el
solvente. Lavar nuevamente con el solvente recuperado la fraccion sélida,
filtrar por segunda vez y rotaevaporar nuevamente la fraccion metanolica.
Recuperar la muestra en frascos &mbar previamente pesados y etiquetados.

Secar en estufa a temperaturas de 30 a 40 °C, registrando el peso de cada uno de
los frascos, para determinar el porciento de rendimiento de cada muestra.
Resuspender cada muestra, utilizando solventes como metanol y hexano, y por
medio de agitacidén constante, seguidas por un tratamiento con ultrasonido para
facilitar la disolucion de los extractos (agregar el solvente que requiera cada
muestra en particular para disolverse).

Calcular su concentracion de acuerdo al volumen utilizado en cada una para su
disolucién y el peso seco registrado de los extractos.

Preparar alicuotas de 2 ml de cada una de las muestras a una concentracion de

10, 000 ppm.
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Figura 3.1. Preparacion de extractos metanolicos. a) Maceracion mu muestras (plantas
de T. valdezianus, b) Adicion de metanol a las muestras maceradas, c) Agitacion de
100rpm por 72 horas, d) filtracién de muestras para Rotaevaporar.

Célculo para la preparacién de alicuotas de 10, 000 ppm (el célculos para el resto
de las muestras es igual, solo se sustituyen los valores de peso y mililitros dependiendo

de la muestra).

A Seco

Total gr mg Mg

1.7342 1,743.2 1, 734, 200

1, 734, 200 ug 11.3 mL Met-OH (en lo que se disolvio)

X 1mL

153, 469.02 pg/mL = ppm — Concentracion
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Para 2 mL

ClVv1=C2Vv2

V1= =0.13031 ml = 130.31 pL

Por lo tanto colocar 130 pL muestra + 1870 pL Met-OH

Met- OH
Hexano

Figura3.2. Resuspension de extractos. a) Muestra el agitador mecéanico de los extractos,
b) y ¢) Ultrasonido utilizados en la resuspension de los extractos con la ayuda de los

solventes Hexano y Metanol.
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Cuadro3.2. Para preparacion de alicuotas 10, 000 ppm en un volumen total de 2ml.

EXTRACTO mL [1wo/ puL pl
TOTAL EN SOLVENTE mL o ALICUOT Met-
gr ppm A OH
A Seco 113 153, 469 130 1870
1.7342 '
A Fresco 179 95, 167 210 1790
1.7035 '
B Seco 8.0 306, 850 65 1935
2.4548 '
B Fresco 49 294,714 68 1932
1.4441 '
C Seco 8.0 185, 100 108 1892
1.4808 '
C Fresco 155 43, 348 461 1539
0.6719 '
D Seco 59 28, 884 692 1 308
0.1502 '
D Fresco 74 21, 324 938 1062
0.1578 '

Seleccidn de fase mavil y pruebas con diferentes reveladores.

La cromatografia se realizo en placas de silica gel previamente lavadas

con metanol y activadas a 110°C por 1 hora.

La siembra de las muestras se realizo en bandas de 2.3 cm mediante el
uso de un una micropipeta manual, colocando 60 pl de cada una. Una vez que

se aplico y secO la muestra, la placa se introdujo en un recipiente cerrado
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(tanque cromatografico) y uno de los extremos (el mas proximo a la linea de
aplicacion) se sumerge en un disolvente (fase movil), cuyo nivel en el fondo del
tanque debe quedar por debajo de la linea de aplicacion. El solvente se desplazé
a través del soporte por capilaridad provocando un reparto de los solutos entre él
y la fase estacionaria de acuerdo con su solubilidad relativa (coeficientes de
reparto). Una vez que el solvente alcanz6 un punto préximo al otro extremo de

la placa, ésta se sacé del tanque y se seco.

Se probaron como fase movil diez mezclas de solventes en

concentraciones variadas, como se describen en el siguiente cuadro 3.3.

Cuadro 3.3. Sistema de solventes empleados en la eleccion de fase movil.

NUMERO SISTEMA DE SOLVENTES CONCENTRACION

1 MetOH - AcOEt 60:40
2 Hx - AcOEt 75:25
3 CH,CI; - Acetona 90:10
4 CHCl; — Hx - MetOH 70:25:5
5 CHCl; — Hx - MetOH 75:25:5
6 Hx — AcOEt - MetOH 80:18:2
7 Eter - Hx 70:30
8 Hx - Acetona 80:20
9 Hx - Eter 70:30
10 CH,CI, — Acetona — AcOEt — 70:20:5:3:2
MetOH — H,0
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Se trabajo en camaras de desarrollo vertical para elegir la fase movil mas
adecuada para la separacion del extracto. Los Rf fueron de 0 ,8 y de 0,15,
respectivamente. La longitud de desarrollo fue de 6.5 cm, en un tiempo
aproximado de 10 minutos para la fase movil. Los revelados se realizaron en una
camara de luz UV de longitud corta. Para esto se utilizé una camara reveladora
de andlisis de luz fluorescente UV de onda larga a 254 nm marca Spectroline®,

modelo CX-20 y se calcularon los Rf de las mismas.

Rf =
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Cuadro 3.4. Reveladores utilizados en las CCF.

Revelador Imagen

Observacion

Camara Onda Larga

Camara Onda Corta

Céamara de perlas de Kl

Dragendorff

El revelado de placas
cromatografias  en la
camara de revelado con
onda larga muestra bandas
azules fluorescentes
caracteristicas de la
presencia de grupos de
alcaloides.

La presencia de bandas
negras en las placas
cromatografias al  ser
reveladas en la camara con
luz de onda corta son el
resultado de grupos de
alcaloides presentes en la
muestra.

Las bandas marron
presentes en las placas
reveladas en la camara de
yodo, son el resultado
positivo de alcaloides.

Un resultado positivo a la
presencia de alcaloides son
la aparicion de bandas que
van del marrén al negro.
Cuando las placas
cromatograficas son
reveladas con el reactivo de
Dragendorff.
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Identificacion y caracterizacion parcial de alcaloides.

Se llevaron a cabo diferentes pruebas quimicas para determinar la presencia de
alcaloides en los extractos. La caracterizacion parcial se realizé mediante reacciones de
identificacion por formacion de precipitados caracteristicos, lo que nos permitio
determinar la presencia o ausencia de estos compuestos de interés bioldgico o
farmacoldgico. Las técnicas de reconocimiento empleadas se basan en la capacidad que
tienen los alcaloides en estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y
metales pesados como bismuto, mercurio, tungsteno para formar precipitados.

Se emplearon reactivos generales para detectar alcaloides como el Reactivo de
Wagner, reactivo de Mayer y reactivo de Dragendorff. El reactivo de Mayer se prepard
disolviendo 1.3 g de bicloruro de mercurio en 60 ml de agua y 5 g de yoduro de potasio
y se afor6 a 100 ml. Los alcaloides se detectaron como un precipitado blanco o de color
crema soluble en &acido acético y etanol. El reactivo de Dragendorff se prepar6
mezclando 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 ml de &cido nitrico al 30%
con una solucién de 27.2 g de yoduro de potasio en 50 ml de agua. Se dej6 en reposo por
24 horas, se decantd y se aforé a 100 ml. La presencia de alcaloides se detectd por la
formacion de un precipitado naranja rojizo. El reactivo de Wagner se preparé mezclando
1.27 g de yodo resublimado (este es previamente macerado en mortero para facilitar su
solubilidad) y 2.0 g de yoduro de potasio, disolviendo ambos en 20 ml de agua y se

afordé a 100 ml.
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Los ensayos se llevaron a cabo con las dos categorias de muestras secas y frescas
incluyendo 8 muestras totales. Utilizando placas escavadas de porcelana de 12 pozos
donde se coloc6 como control positivo 50 pl de una solucion de vimblastina de 1,000
ppm (del producto comercial Lemblastine 500 ™), como control negativo 50 pl
metanol (el mismo utilizado para la obtencion de los extractos) y 50 pl de cada una de
las muestras a determinar la presencia alcaloides. Empleando dos de estas secuencias en
una misma placa se adiciono 20 pl del reactivo de Dragendorff a una serie y 20 pul del
reactivo de Wagner a la segunda serie. Donde se observo la presencia o ausencia del
precipitado caracteristico producido ante la presencia de alcaloides en cada uno de los

Caso.
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Pruebas de Dragendorffy Wagner

Lemblastine

Vinblastina

Solucion

Inyectable

-

Figura 3.3. En la figura se muestra; a) las alicuotas de 10,000 ppm de los grupos de
extractos, b) prueba desarrollada en placas escavadas mostrando la formacion de
precipitado caracteristico de la presencia de alcaloides en la muestra, c) Lemblastine
500 ™yimblastina de 1,000 ppm producto comercial utilizado como control positivo.
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Prueba de Mayer

Se agregaron 10 pl del reactivo de Mayer a 30 pl de todas las muestras
evaluadas para observar sobre una superficie negra la presencia o ausencia del
caracteristico precipitado blanco formado ante la presencia de alcaloides. Como control
positivo 50 pl de una solucion de vimblastina de 1,000 ppm (del producto comercial

Lemblastine 500 ™), como control negativo 50 pl metanol

' -mmmu-h

Figura 3.4. En la figura se muestra; a) las alicuotas de 10,000 ppm de los grupos de
extractos y reactivo de Mayer utilizados en las pruebas colorimétricas, b) desarrollo de
prueba en placa escavada transparente mostrando la formacion de precipitado blanco que
indica la presencia de alcaloides en la muestra.
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Cromatografia de capa fina.

Se realizaron cromatografias ascendentes utilizando como adsorbente silica gel
en una proporcion de 10g de silica en 40 ml de agua destilada, la anterior se vertio sobre
placas de vidrio previamente desengrasadas, se dejaron secar y enseguida se activaron en
una estufa durante 1 hora a 110 °C. La dimension de las placas fuero de 20 x 20 cm. Las
muestras se aplicaron en banda 1ml de extracto completo a 1.5 cm de la base de las
placa. Se corrieron las placas en una cuba o tanque cromatografico cubierto, colocando
200 ml de la fase mévil Hexano- Acetona 80:20, que en este caso correspondieron a 160
ml de Hexano y 40 ml de Acetona. Con un tiempo aproximado de 1 hora de distancia
recorrida, del origen a 1.5 cm antes el limite superior de la placa. Revelando las placas

corridas con luz UV de onda larga, onda corta y reactivo de Dragendorff.

Figura 3.5. En la figura se muestra el corrido ascendente de placas cromatograficas en
un tanque sellado.
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Placas 20 x 20. Observadas en longitud de onda Larga

Figura 3.6. Se observa una de las 3 repeticiones de las cromatografias corridas a cada
una de las muestras de los grupos A, B, C y D de muestras secas. Correspondiendo de
igual forma las imagenes a los grupos designados pero en este caso con letras
minusculas ( es decir a) grupo A seco, b) grupo B seco, ¢) grupo C seco y d) grupo D
seco). Observando los mismos parametros de bandas y coloracion en los cuatro casos, en
los cuales la banda de interés en el presente trabajo de investigacion fueron las bandas
que mostraron el color azul brillante al ser observadas en la camara de revelado en
longitud de onda larga. Dichas bandas son las que mostraron resultados positivos a la
prueba de Dragendorff para la identificacion de alcaloides directo en la placa.
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Placas 20 x 20. Observadas en longitud de onda Corta

Figura 3.7. Muestra las placas cromatograficas observadas en camara de luz UV de
onda corta. Identificando con las letras minusculas a), b), ¢) y d) a cada placa segun la
muestra contenida, de acuerdo a los grupos de muestra formados. En todos los casos las
bandas muestran un color negro pero se identificaron las bandas superiores como la
positivas en la prueba de Dragendorff.
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Aislamiento de alcaloides contenidos en bandas positivas y determinacion de

porciento de rendimiento.

Corridas las placas cromatograficas de 20 x 20, utilizando el reactivo de
Dragendorff se revelaron solo por un costado las placas protegiendo el resto de la placa
para que no entre en contacto con el reactivo y entonces se procede a realizar el
protocolo para la determinacion del porciento de rendimiento de alcaloides.

e Identificar la banda marron caracteristicas de la presencia de alcaloides en la
cromatografia.

e Observar e identificar la banda positiva en la camara de revelado con longitud
de onda corta y larga. Proceder a cortar con bisturi la banda.

e Recolectar la silica de la banda identificada en tubos color &mbar, identificar y
cubrir el tubo (el resto de las bandas se aislaron de igual manera y se recolectaron
en frascos de vidrio tapados).

e Agregar metanol destilado en un volumen de 2:1 por cada parte de silica,
calibrando los tubos en la balanza analitica.

e Agitar los tubos para emulsificar la solucion.

e Colocar los tubos en la centrifuga Labnet Hermle z300K a 3 500 rpm durante 5
minutos, a una temperatura de 15°C.

e Recolectar el sobrenadante en matraz bola previamente identificado y pesado.

e Repetir el proceso de lavado con metanol tres veces. Colectando el sobrenadante
en el mismo matraz identificado.

¢ Rotaevaporar lo colectado en el matraz y llevar a sequedad en la estufa a 30°C

e Pesar y determinar el porciento de rendimiento por diferencia de peso.
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Figura 3.8. Proceso de aislamiento y determinacion del porciento de alcaloides. a)
calibracién de tubos con muestra, b) centrifugacién de muestra a 3 500 rpm durante 5
minutos en condiciones de 15°C, c) separacién del sobrenadante, d) rotaevaporacion de
muestras, €) fraccion pura de alcaloide aislado.
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Cddigo de barras de ADN

Material genético y extraccion de ADN

La extraccion y purificacion de ADN a partir de vitroplantas y plantas cultivadas
de T. valdezianus se llevd acabo aplicando el método Doyle y Doyle (1990) adaptado a
las condiciones de la especie en estudio.

e Pesar vitroplantas completas y cultivadas con muestras que oscilaron entre 0.5y
1.0 gr. En el caso de las plantas cultivadas se sometieron a un proceso de
desinfeccion que consistid en lo siguiente:

e Sumergir en alcohol al 70% por espacio de 2 minutos.

e Enjuagar con agua destilada esteéril.

e Pasar a una solucién de hipoclorito de sodio (1ml/100ml de agua) por 1 minuto.

e Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril, y se secaron sobre papel absorbente
(las plantas provenientes de cultivo de tejidos se encuentran estériles por lo que

no requieren la desinfeccion).

El protocolo para la extraccion de ADN consistié en lo siguiente:
e Colocar las plantas completas previamente pesadas y con manejo aséptico en el
ultracongelador cubierto con papel aluminio (en mortero estéril) por espacio de
30 minutos.

e Macerar las muestras y colectarlas en tubos Eppendorf.

35



Afadir 800 pl de buffer de extraccion CTAB (2% CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA pH 8, 100mM Tris HCI pH 8, 0.2% Mercaptoetanol y Agua ultra pura)
previamente calentado a 65°C por 10 minutos

Incubar a 65°C por 30 minutos con agitacion ocasional y enfriar a temperatura
ambiente.

Centrifugar por 10 minutos a 10000 rpm y separar el sobrenadante

Afadir 600 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) invirtiendo el tubo para
formar emulsion.

Centrifugar nuevamente a 10000 rpm por 10 min.

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio que contiene un volumen de RNAsa
apropiado para tener una solucién de 10 pg (30 pl de RNAsa por cada 100 pl de
ADN) e incubar a 37 °C por 40 minutos.

Afiadir, dependiendo del volumen de la muestra, de 800 o 1000 pl de Etanol
absoluto a -20°C.

Colocar la muestra en el refrigerador por 24 horas para precipitar el ADN.

Disolver el ADN con un volumen de T.E. (40 a 60 pl) y se conservar a 4 °C.

Pruebas de calidad de ADN

Los metodos de extraccion de ADN deben ser simples, reproducibles,

econdémicos y no contaminantes. Por lo que en el presente trabajo se utilizaron

deferentes métodos para evaluar la calidad del material genético los cuales son descritos

detalladamente a continuacion.
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Electroforesis

La integridad del ADN se verifico por electroforesis horizontal utilizando un
gel de agarosa 1% (1 g de agarosa en 100 mL de TBE al 0.5X) empleando el
procedimiento descrito por Rickwood y Hames (1990), 80 V por 90 min, en tampon
0.5X TBE (108 g de Tris-HCL1, 55 g de &cido borico y 160 mL de EDTA). Cargando
muestras en cada pozo con 5 pL de ADN y 1 pL de Buffer de carga (0.025 g de Xileno-
cianol, 0.025 g de Azul de Bromofenol, 3 mL de Glicerol y completando a 10 mL con
TBE 0.5X). Un control negativo con todos los reactivos, pero sin ADN, se usé para
determinar una posible contaminacion de las muestras. El gel se tiid con bromuro de
etidio (0,5 pg'mL-1) por 1 min, lavando posteriormente el gel con agua esterilizada por
espacio de 15 minutos, capturando la imagen con el sistema fotografico (Kodak 1D

Image Analysis, EUA) observada al transiluminador.

Figura 3.9. Muestra la técnica de electroforesis horizontal. a) muestras de ADN
corridas durante la electroforesis, b) observacion de bandas en el gel de agarosa
utilizando el transiluminador y fotografia del mismo.
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Espectrofotometria lectura de concentraciones y calidad de ADN

La cantidad y calidad del ADN obtenido se determin6 con un espectrofotometro
con una absorbancia de 260/280 nm. Las muestras de ADN molde se diluyeron a 10
ng-uL-1 en tampon TE 1X. Las diluciones empleadas en este analisis se prepararon en
campana de flujo laminar y en condiciones asépticas para evitar contaminacion de las
muestras y lecturas erréneas.

Se obtuvieron lecturas de cada muestra en la pantalla. Siendo un el valor deseado

de radio entre 1.8 a 2.0 el indicativo de un ADN de buena calidad.

Dilucién: 990 uLL TE 1X y 10 uL. ADN.

Figura 3.10. Muestra espectrofotometro. a) Compartimiento de muestras, b) lectura de
datos dada por el espectrofotometro.

38



Nanodrop

El NanoDrop ™ Espectrofotometro 1000 un aparato que mide muestras desde 1
ul, con alta precision y reproducibilidad. EI espectrofotometro utiliza una tecnologia
patentada de muestra de retencidén que emplea la tension superficial solo para mantener
la muestra en su lugar (todo el espectro de 220nm-750nm). Esto elimina la necesidad de
cubetas y otros dispositivos de contencién de la muestra y permite la limpieza en
cuestion de segundos. Ademas, el NanoDrop tiene la capacidad para medir muestras
muy concentradas sin dilucion (concentracion 50 veces mayor que las muestras medidas

en forma norma en espectrofotometro con celdas).

Procedimiento

1.- Seleccionar el icono en la pantalla del software del Nanodrop ND-1000

2.- Seleccionar la opcion “Nucleic Acid”.

3.- Dar clic en OK en la pantalla.

4.- Seleccionar la opcion “DNA 50” en el parametro “Sample Type”.

5.- Colocar 1.5ul de agua desionizada o libre de RNAsa y DNAsa en el extremo de fibra
optica o fibra de recepcion de muestra y cerrar el pedestal. Limpiar y secar con papel
anti- rallas especial.

6.- Colocar nuevamente 1.5ul de agua que serd utilizada como control cerrando el
pedestal. Seleccionar en la pantalla la opcion BLANK. Limpiar y secar con papel

nuevamente para retirar los residuos de agua.
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7.- Pipetear la primera muestra colocando 1.5 pl y cerrar el pedestal. Colocar en la
pantalla la opcion “Sample ID” y dar el nombre con el que se identificard a la muestra.
8.- Seleccionar la opcion “Muestra” y esperar unos segundos para observar la grafica y
los parametros que proporcionan la informacion.

9.- Limpiar y secar la fibra de recepcion de la muestra (si se requiere mas de una

muestra repetir los pasos del 7 al 9 las veces necesarias).

Nota: las muestras pueden ir desde 1pl hasta 2pl, en este caso se colocaron 1.5
de muestra diluida con una concentracion de 40ug/ml. Si se desea el Nanodrop puede
imprimir un reporte de los resultados de un lote de muestras o las graficas de los

mMismos.

Calculos para diluciones empleadas en PCR

Las diluciones requeridas para trabajar con el Nanodrop se basaron en las
concentraciones originales del ADN completo. Se calculé una concentracion final de
40ug/ml para tubos PCR con 50pl de solucion total (ejemplo de célculos para todas las

muestras).

T.v2 220610

Clvl=C2Vv2

V1= = 6.4 ul de ADN + 43.6pl de Agua libre de DNAsa

C= Control, la muestra ya conocida de matK y también se encontraba preparada.
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Figura 3.11. Muestra Nanodrop. a) Nanodrop en calibracion, b) cargando muestra, c)
Grafica y parametros de medicion de la muestra cargada, d) introduccion denueva
muestra y almacenamiento de datos.

PCR

Se contd con dos termocicladores diferentes. El mas préactico maneja una
temperatura homogeénea en toda la placa para los tubos y el termociclador de gradiente
puede manejar diferentes temperaturas para cada linea de tubos simultaneamente
adaptandose segun sean las necesidades del investigador. Es Util en los casos donde se
requiere definir la temperatura optima en que trabaja un iniciador que se esta probando o
si hasta el momento es desconocido este parametro. Ademas como una ventaja adicional
el termociclador de gradiente cuenta con un sistema movil el cual puede ser controlado a
distancia u obtener reportes y su proceso en un lugar distante del donde se encuentra el

aparato.
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Observacion: La amplificacion de las muestras con matK fueron sometidas a 30

ciclos mientras que las muestras con rbcL realizaron 40 ciclos.

Preparacion de Coctel de PCR

Trehalosa 10% 25ul x 9 225ul
Agua dd estéril 12ul x 9 108l
Buffer 10x PCR (Roche) 5ul x 9 45ul
MgCl, [25mM] 2.25u1 x 9 20.25pl
dNTP’s [10mM] 0.25ulx9 2.25ul
Primer rbcL F [10mM] 0.5ul x 9 4.5ul
Primer rbcL R [L0mM] 0.5ul x 9 4.5ul
Taq Polimerasa [1.250] 0.5ulx9 4.5ul
46ul + 4ul DNA 414/ 9= 46l por mta.

= 50ul por tubo PCR

Condiciones

1 Ciclo 94°C 4 minutos
[94°C 30 minutos
40 ciclos 55°C 35 minutos

72°C 35 minutos

L 72°C 10 minutos

400
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Observaciones:

Los tubos contuvieron ADN templado con concentraciones de 40ug/ml.

La preparacion de los cocteles y diluciones se hicieron en hielo.

Las cantidades para la preparacion del coctel con matK, fueron las mismas, con la
diferencia de colocar los iniciadores F y R de matK.

Las condiciones de los termocicladores se mantuvieron como en el caso de rbcL, con la
unica diferencia de que el termociclador de gradiente que contenia las muestras de matK

realizd 30 ciclos y el termociclador que contenia las muestras con rbcL realizé 40 ciclos.

Figura3.12. Imagenes de la Amplificacion de ADN en PCR. a) Cargando muestra, b)
amplificacion de las muestras, c) gel con muestras de ADN amplificado por PCR.

43



Secuenciacion

Se prepararon las muestras con el ADN extraido previamente y se lleno el
formato para solicitar el servicio de secuenciacion especificando la muestras a analizar y
la caracteristicas principales de los iniciadores. La secuenciacion consistié en la
cuantificacion, electroforesis y amplificacion del producto de ADN con los genes rbcL y
matK. El servicio de secuenciacién fue proveido por el Laboratorio Nacional de

Genodmica para la Biodiversidad (LANGEBIO).

Cuadro 3.5. Secuencias de los iniciadores usados en las amplificaciones con el
marcador molecular R.

Gen Secuencia del iniciador Sentido Referencia

rbcL and matK Earn Two
mat-K cgtacagtacttttgtgtttacgag Forward Thumbs Up as the Core DNA
mat-K acccagtccatctggaaatcttggttc ~ Reversa Barcode for Ferns
Fay-Wei Li, Li-Yaung Kuo,
Carl J. Rothfels, Atsushi
Ebihara, Wen-Liang Chiou,
Michael D. Windham,
Kathleen M. Pryer
PLoS One. 2011; 6(10):
€26597. Published online
2011 October 20. doi:
10.1371/journal.pone.0026597
PMCID:

PMC3197659

rbc-L atgtcaccacaaacagagactaaagc  Forward
rbc-L gtaaaatcaagtccaccreg Reversa

Forward: secuencia directa

Las secuencias que se presentan a continuacion son las obtenidas al secuenciar las
muestras de ADN de T. valdezianus con los iniciadores matK y rbcL en sus sentidos
directo marcadas con la letra F por su nombre en inglés (Forward) y marcadas con la

letra R por su sentido en reversa.
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> SEC538 _C06_43.-1rbcl_prbclF.abl ABIX Testing -- no comment
AGGAGGCTCCTGCAAGCAGGTGTTAAGATTACAAATTGACTTATTATACTCC
TGAATATCAACCCCAGGATACCGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCT
CAACCTGGAGTTCCGTCAGAAGAAGCAGGAGCCGCAGTAGCTGCCGAATCT
TCTACTGGTACATGGACAACTGTATGGACCGACGGACTTACCAGTCTTGATC
GTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGATGCCGTTCCTGGAAAAGACAATC
AATATATTTGTTATGTAGCTTACCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTT
ACTAATATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCG
TGCTTTACGGTTGGAGGATTTGCGAATCCCTGTTGCTTATATAAAAACTTTCC
AAGGCCCGCCTCACGGTATCCAAGTTGAGAGGGATAAATTGAACAAGTATG
GCCGTCCTCTACTGGGATGCACTATTAAGCCGAAATTGGGGTTATCTGCTAA
AAACTATGGTCGAGCTGTTTATGAATGTCTTCGCGGGATGGGAAAAATTGAC

A

> SEC538 D06 _44.-1rbcl_prbclR.abl ABIX Testing -- no comment
GGAACCAAACGCTCGACATAGTTTTTAGCAGATAACCCCAATTTCGGCTTAA
TAGTGCATCCCAGTAGAGGACGGCCATACTTGTTCAATTTATCCCTCTCAAC
TTGGATACCGTGAGGCGGGCCTTGGAAAGTTTTTATATAAGCAACAGGGATT
CGCAAATCCTCAACCGTAAAGCACGCAGGGCTTTGAACCCAAATACATTACC
CACAATGGAAGTAAACATATTAGTAACAGAACCTTCTTCAAAAAGGTCTAA
GGGGTAAGCTACATAACAAATATATTGATTGTCTTTTCCAGGAACGGCATCG
ATGTGGTAGCATCGTCCTTTGTAACGATCAAGACTGGTAAGTCCGTCGGTCC
ATACAGTTGTCCATGTACCAGTAGAAGATTCGGCAGCTACTGCGGCTCCTGC

TTCTTCTGACGGAACTCCAGGTTGAGGAGTTACTCGGAATGCTGCCAAGATA
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TCGGTATCCTGGGGTTGATATTCAGGAGTATAATAAGTCAATTTGTAATCTTT
AACACCTGCTTTAAATCCAACACTTGCTTTAGTCTCTGTGGGGGGGGAATAT

ATA

> SEC540 D01 4.-1-matk_pmatkF.abl ABIX Testing -- no comment
CACATCCAGCCAGAAGTAGAAGTATATACTTTATTCGATACAAACTCTTTTT
TCTTGAAGAGCCACCATAATAATGAGAAAGATTTCTGCATATGCGCCCAAAC
CGATCAATAATATCAGAATCTAATAAATCGGTCCAGACCGACTTACTAATGG
GATGTCCTAATACTTACAAAATTTCGTTTTAGCCAACGATCCAACCAGAGGA
ATAATTCGAACTATGGTATCGAATTTCTTAATACGATTATCTATTAGAAAAG
AATTTGCTACCATTTGACTCCGTACCACTGAAGAATTGAGTCGAACACTTGA
AAAAAAACCCATAAAGTCGAGAGAATGCTTTGATAACCGATTGATATAGAT
TCTTCTTGGTTGAGACCACAGGGAAGAATGACATTGCCAAATATTTAGAAGA
TAATATTTCCATTTATGCATCAGAAGAGATGTCCTTCTGAGCAGAGTGATTT
CCTCGATACTAACATATGCAGAAGTCTTGAAGCATAGATACGCAAATCTAGT
CAAGTAAACTTTACTAGATATCTAGCTTCATACATATTCGTCAGAGACTCTA
AGATGTGATCGTAATGAGAGATGTACAGAGAAAGAATGATCGTATCACATA
CATGATATATAGACAGATATCGTGATCTGTGAAATAGATGATTTGGAGTATA
GACTATCATACGATACTCATAAGAAAGATCGTATAATGCAAGAGAGCATCTT

CACAGTACGAGAGTGACAGATCGCACGAGGGGTGAGAGAAAA
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> SEC540_EO01 5.-1-matk_pmatkR.abl ABIX Testing -- no comment
ACCAGCTTCGTTCTGGGTGAAGATGCTTCTTCTTTGCATTTATTACGATTCTT
TCTTTATGAGTATCGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCCCAAAAATCCAATT

CTATTTTTTCAAAAAGGAATCAACGATTATTCTTGTTCCTATATAATTTCCAT

GTATGTGAATACGAATCCATTTTCTTTTTTCTCTGTAACCAATCCTCTCATTT

ACGATCAACATCTTTTGGAGCCCTTCTTGAACGAAATTATTTTTATGGAAAG

CTAGAATATCTAGTAAAAGTTTTTACTTTGACTAAGGATTTTTGCGTTATCTT

ATGGCTTTTCAAAGACCCTTTCCTGCATTATGTTAGGTATCGAGGAAAATCA

ATTCTGGCTTCAGAAGGGACATCTCTTCTGATGCATAAATGGAAATATTATC

TTCTAAATTTTTGGCAATGTCATTTTTCCCTGTGGTCTCAACCAAGAAGAATC

TATATCAATCGGTTATCAAAGCATTCTCTCGACTTTATGGGTTTTTTTTCAAG

TGTTCGACTCAATTTCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGGTAGCAAATTCTTTT

CTAATAGATAATCGTATTAAGAAATTCGATACCATAGTTCGAATTATTCCTC

TGGTTGGATCGTTGGCTAAAACGAAATTTTGTAACGTATTAGGACATCCCAT

TAGTAAGTCGGTCTGGACCGATTTATTAGATCCTGATATTATTGATCGGTTTG

GGCCGCATATGCAGAATCTTTCCTCATTATTATGGTGGCTCTCAGGAAAAAA

GAGTTTGTATCGATAAGTATATACTTCTACTTCCTGTGCTAGAACTTGGCTCG

TACCAGCACTCGTGGCGCGGGGGGGGGGGCCCTTTTTCTCTCAAAAGAAATT

ATATTTTACCCTCTGCAGCGAAACCTCTTTTTCTCGCGAGACACCCAAATGA

GTGGAAGAAATCGCGCCACCGCCCAACCGGATCATAAATAGAACCTGAAAT

GTGGCCCGACGCCTCTTCTGGGTGCGTGCCACACCCCTTCATATTCTGGTAC

GGGGCGGCGAGGAGAAGCTTCATGGTGTGTGAGCTGTCTTAATATAATATTA

GTAAAAAAGAGTAGCTTTTGTTTTCATCGAGAGAATCATAGACACCAAACA

GCGAACGAGCGATAGAGGGACGAGTCTGATGATGTGCTCGCTTCTATCGG
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Cadigo de barras de ADN, analisis con BLAST.

Se utilizaron ocho secuencias en formato Fasta. De las cuales del gen matK
fueron cuatro para el género de Turbinicarpus con dos secuencias directas y dos

reversas, y cuatro del gen rbcL de igual forma dos secuencias directas y dos reversa.

Las ocho secuencias fueron analizadas en el programa MEGA para alineamiento
de secuencias donde se compararon por separado las secuencia matK y rbcL. Eligiendo
de acuerdo a los resultados obtenidos por el programa las secuencias mas
complementarias y similares entre si. Siendo utilizadas las secuencias reversa para matk

y la secuencias forward para rbcL.

Procedimiento para el manejo de software MEGA.
Condicion: Los archivos de trabajo que incluyan las secuencias problema requieren

deben ser generados en el programa Notepad, con extension “.fas”.

Alineacion.

Abrir el archivo desde el programa MEGA (con extension “.fas” se abre directamente el

programa).

Seleccionar la secuencia que se desea alinear (esto en caso de que el archivo contenga

varias secuencias dentro del mismo).

48



Seleccionar Alignment.

- S~ - — — e N
R v S SN
Data Edit Search Alianment Web Sequencer Display Help
DY (S @ WY oL |- BRIBX¥ (BB | A HH S
DNA Sequences |Trans|ated Protein Sequences |

Species/Bbl
1. matk3F

z. m=ciccz [IEEENEEEEEEEEEEEEEEAAEEEEEEEEE SRR E AR EE I e REREEAEEAEEAEEEEER

Figura 3.13. Menu principal para realizar un alineamiento.

Seleccionar W Align by ClustalW

g . — - -

. > - = [ 2 |
&MS.ngnmentEx;inler[secmatl(rbc‘Lpruh.mas - ‘ ‘ e - °- —
Data Edit Search IAIignment Web Sequehcer Display Help
D@ | | W Algn by Clustaly BEEE RSN - IS
DNA Sequences |_|_ w Alﬁgn by ClustalW (Cedons)
‘?.11) Align By Muscle
Q.“f') Align by Muscle (Codons)

Species/AbE

| Mark/Unmark Site Ctriem |8

- rbel3R
- _rbclgF
- rbel&R

HEE )
EE&| v Auto-Fill Gaps

Figura 3.14. Menu de seleccidn para el tipo de alineamiento.

Seleccionar Ok de la pantalla que aparece y apareceran otra pantalla para modificar

parametros, a la que solo se le da Ok sin modificar. Y las secuencias alineadas

apareceran automaticamente como resultado.

M M5: Alignment Explorer (sec matK-rbcl prub.mas) - 1 s | = _:_EI@ ) 22 l
e <
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

l)m}
D &A% =@ W o L ([ B @ X mE | e
DMA Sequences ITransIated Protein Sequences | ::H,., g
Species/AbE G i

. rbclsR

o
EEEE|
HEEE - rorrotreiser
Spacty G Tea yilrl/J
7 o | of 0k | X concn

Figura 3.15. Menu para correr el alineamiento de secuencias.
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Guardar Archivo.

Usar la opcion Data del menu principal

dit Search Alignment Web Sequencer Display Help

Create New W 0L o B g X% (B [ Hd e

(= Open »
2 ein Sequences |
Reopen 4
Close
Phylogenetic Analysis
& Save Session Ctrl+5 ¥
Export Alignment L

Figura 3.16. Menu principal de datos.

Al desplegar el menu se elige Export Alignment y se elige el formato que se requiera
para almacenar los datos ya sea formato FASTA, para solo almacenar los datos
generados en el alineamiento de secuencias, 0 en caso de requerir las distancias de las

mismas, se dard formato Mega.

E M5: Alignment Fﬂkjrer [secma‘.‘tK— prub. - ‘ L E@u
Da‘la] Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
[ Create New |WQ‘E)|.+L |J"_’¥:Ex*|@|“ » |Jmﬁﬂﬂ|
= Open r ein Sequencesl

Reocpen L4

Close

Phylogenetic Analysis

frlcfrirlrirlclirlclcllchlchklrlchiralcklcklclch ki clclckllcsllcldkirklcllslllalclslzsle
Il!!!!!!!!!!!! -] CEEEE

m Sawve Session Ctrl+5
Export Alignment
’7 DA Sequences

N Protein Sequences

Figura 3.17. Menu de seleccién de formato para almacenamiento.
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Distancias.
La Unica condicion para calcular distancias entre las secuencia que se requieren analizar,

es manejar los datos en archivos con formato MEGA.

Seleccione Distance del menu principal de MEGA. Y al desplegar el mend la opcién

siguiente es Compute Pairwise Distances.

[P MEGA 5.05 = | G |t
File Analysis Help
= 2 BE & = g {55 A = = @
Align M Data T Model: T || Digtance Diiwersity - hylogeny T UserTree ~ Ancestors | Selecton © Rates  © Clocks

— £ ComEute Pairwise Distances...

— 1= Compute Overall Mean Distance...
Compute Within Group Mean Distance
Compute Between Group Mean Distance...
Compute Net Between Group Mean Distances I

Figura 3.18. Menu principal para andlisis de distancias.

Al aparecer el menu de pardmetros se cambia en la opcidn inicial de Model/Metod, la

opcion p-distance y se selecciona Compute.

m MS5: Analysis Preferences i =HACE X
Option Selection |
Analpsis Digtance E stimation
Scope Pairz of taka
Estimate Variance
ariance Estimation Method None
Substitution Model
Substitutions Type Muclectide

i todel/Method p-distance
Substitutions to Include d: Transitions + Transversions
Rates and Patterns
Rates among Sites Uniform rates

- L]
Pattem among Lineages Same [Homogeneous) (
Data Subset to Use
Gaps/Mizzing D ata Treatment Complete deletion
Select Codon Pasitions v 1st W 2nd v 3d Noncoding Sites
\/ Compute x Cancel | ? Help |

Figura 3.19. Menu de parametros para distancias.
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Apareceran en forma automatica la ventana con los datos de distancias

MS5: Pairwise Distances (CAU... ] o= .5

File Display Caption Help
R ofs ¥l

= | -><‘L|c?xr| 1§T| "%

2.

[1.1] (rbcl3F-rbcl3F) / Muclectide: p-disti

4

Figura 3.20. Cuadro de resultado de distancias.

Al alinear las secuencias de cada gen por separado y al obtener las distancias
entre ellas, se eligieron las secuencias con mayor similitud y menor distancia, que fueron
el caso de matK las secuencias reversas y para el gen rbcL las secuencias directas.

Seleccionadas estas se procedié a su analisis BLAST de cada secuencia.

MS:Sequence Data Explorer =rcn < N
Data Display Search Highlight Statistics Help

B ot | ] %|‘J‘||§m&:phe C|"|Pi|5|0 *|MMM
AcC

CAG-CTTCGETTCTGEGEGETEAAGATGEGCTTCTTCTTTGE ATI!

-
x

[w] 1. matkIR JR R RO R N N S N U R U O R U VO RN (U R (R (O B (R IR O O I I _ _ . _

Mz mstkeR [T . [T /A, | |T].

' b
1/1208 Highlighted: None Data

Figura 3.21. Alineamiento de las secuencias con mayor similitud del gen matK con un

valor de distancia de 0.112 que significa que el 11.2 % de las bases entre las 2
secuencias son diferentes.
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% M5: Sequence Data Explorer =RRCIN X

Data Display Search Highlight Statistics Help
= nn | | e %| .- |E Sireyr] e 67 | Pi| 8 | 0|24 | Special = ,@,@E
- AGGABGGBCTCCTGCAAGGCAGGTGTTAAGATTAGCARAATTSGAGCT
[w] 1. rbciaF . ] .
(V2. rocleF | C NEEE
] 3
1/577 Highlighted: None Data

Figura 3.22. Alineamiento de las secuencias con mayor similitud del gen rbcL con un
valor de distancia de 0.010 que significa que el 1.0 % de las bases entre las 2 secuencias
son diferentes.

Contando con las secuencias en formato fasta se utiliz6 la herramienta

bioinformatica del software BLAST de NCBI.

1. Preparacién de la secuencia a buscar
Se requiere que las secuencias “codigo de barras” para comparar con la base de datos

estén en formato fasta.

2. Manejo del software analisis por BLAST disponible en NCBI

Los analisis se realizaron de forma directa en la pagina de NCBI
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi . Dentro de la péagina principal de NCBI se
investiga por medio de las ventanas de busqueda el nombre de la especie que se desea
analizar. Enseguida se elige la opcion Nucleotide. Para posteriormente buscar dentro de
la pagina en pantalla la opcion de RUN BLAST. Al inicio de la pantalla se localiza una
ventana con la leyenda “Enter Query Sequence” en esta se puede pegar la secuencia del
archivo Fasta y seleccionar en la ventana de organismo la familia Turbinicarpus

(130181) en el caso especifica de las secuencias con el gen matK y Cactaceae

53


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

(taxid:3593) en el caso de las secuencias con rbcL. Para finalizas dando click al boton de
BLAST en final de la pagina. En el archivo comprimido con la base de datos se incluye
también una version de BLAST ejecutable en Windows para realizar una prueba simple.
Si se desea efectuar mas de una prueba, se recomienda descargar la Gltima version
actualizada del software, disponible en el NCBI
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/LATEST/). Las versiones disponibles son

ejecutables en Windows, Mac y Linux.

3. Comparacién con la base de datos

Para comparar la secuencia desconocida con la base de datos, el archivo resultante
obtendra un grafico resumido, descripciones y alineamientos de las secuencias mas
similares registradas en la base de datos con la secuencia blanco. Obteniendo ademas la
opcidn de ordenar las descripciones de acuerdo a las necesidades del usuario obteniendo
valores descendentes de los parametros de Maximo Score, Score Total, Cobertura de la
secuencia Blanco, Valor E y Maxima identidad. De igual forma dentro de la misma
pagina, se tiene la opcidn de crear arboles filogenéticos de forma sencilla y practica, con
la opcidon “Distance tree of results”. Donde se obtiene la imagen del arbol filogenético
para un analisis mas rapido, asi como el archivo en formato Newick. El cual contiene las
distancias entre los brazos del arbol y nombres detallados de los elementos que lo
componen, ademas de que este formato es util para la construccion de arboles

filogenéticos en programas diferentes pero con la misma funcion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Material Vegetal

El material vegetal se obtuvo con éxito en diferentes etapas de crecimiento por
medio de cultivo de tejidos. Partiendo de este para los distintos analisis motivo de esta

investigacion.

Determinacion de alcaloides como metabolitos secundarios

Seleccion de Fase Movil y pruebas con diferentes reveladores.

Uno de los factores mas criticos en este tipo de cromatografias es la eleccion de
la fase mdvil, que, basicamente, suele formarse por una mezcla de un solvente organico
con agua Yy algunas sustancias adicionales tales cdémo 4cidos, bases, agentes
acomplejantes, etc., cuya finalidad es aumentar o disminuir la solubilidad de algunos
compuestos (Jorrin Novo et. al). El perfil cromatografico mostré los siguientes
resultados mediante la evaluacion de la muestra cultivada seca para la eleccion de la fase
movil mas adecuada para la CCF de los extractos completos de Turbinicarpus
valdezianus. Se obtuvo mejor separacion con el eluente Hx-An (80:20), ubicado en el

carril No. 8 de la Figura 4.1.
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Eluente
seleccionado

Figura 4.1. Perfil Cromatografico para la eleccidn del eluyente que muestre mejor
separacion de los extractos de Turbinicarpus valdezianus

Los resultados observados con los agentes reveladores para las muestras del
grupo A mostraron 8 fracciones a la luz ultravioleta de longitud de onda corta, 6
fracciones a los vapores de yodo y 1 fraccién con el reactivo de Dragendorff. Lo anterior
se presenta en la Tabla 4.2. Para el grupo B se observaron 5 fracciones a la luz
ultravioleta de longitud de onda corta, 4 fracciones a los vapores de yodo y 1 fraccién
con el reactivo de Dragendorff, esto se observa en la Tabla 4.3. El grupo C reveld 7
fracciones a la luz ultravioleta, 6 fracciones a los vapores de yodo y 1 fraccién con el
reactivo de Dragendorff. Loa anterior se presenta en la Tabla 4.4. El grupo D present6 3
fracciones a la luz ultravioleta, 7 fracciones con los vapores de yodo y 2 fracciones con

el reactivo de Dragendorff. Lo anterior se presenta en la Tabla 4.5.

En cuanto a los reveladores los que fueron utilizados en la placas cromatografias de 20 x
20 fueron la cdmara de longitud de onda corta y larga y el revelado con reactivo de
Dragendorff y Yoduro de Potasio (descritos todos en la seccion de I1l. De Materiales y

métodos). La unica razén por la que no se descarto el revelado en camara de Yodo fue
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por la limitante del tamafio de la cdAmara con respecto a las placas de 20 x 20, pero esto

fue compensado en placas pequefias.

Identificacidn y caracterizacion parcial de alcaloides

Los resultados de las pruebas de Dragendorff, Wagner y Mayer para la determinacién de
alcaloides mostraron reaccion positiva con la presencia de precipitados de color marrén
en las dos primeras pruebas y precipitado de color blanco en la Gltima, esto se observa
en la figura 1.

La reaccion positiva de todas las muestras evaluadas, difirieron en el grado de reaccion
en cuanto a la intensidad del color y la formacion de precipitado en cada muestra, se
establecio un rango de reaccion, se determind como formacién de precipitado abundante
un valor de ++ y escasa formacion del mismo +. Con lo anterior se encontré que las
muestras extraidas con las plantas secas en las diferentes etapas de crecimiento
presentaban mayor presencia de alcaloides que las muestras extraidas en fresco para las
tres etapas de crecimiento, los resultados se observan en la tabla 1.

La figura 1 muestra mayor reaccion de las muestras secas en comparacion a las frescas.
La baja cantidad de alcaloides observada en las muestras con menor reaccion, puede ser
aumentada en el cultivo de tejidos utilizando callos con mayor tiempo de incubacion,
pues, la produccion de metabolitos secundarios aumenta al iniciarse la fase estacionaria
(Yeoman, M & Forche,E. 1980), y la de los alcaloides es inversamente proporcional a la
tasa de crecimiento, esta propiedad es importante si se desea producir una mayor

cantidad de alcaloides (Arias Ramirez. 2002).
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Cuadro 4.1. Caracterizacion quimica preliminar de los extractos de Turbinicarpus

valdezianus

Prueba quimica TAS TAF TBS TBF TCS TCF TDS TDF

Dragendorff ++ + ++ + ++ + ++ +
Wagner ++ + ++ + ++ + ++ +
Mayer ++ + ++ + ++ + ++ +

TAS= Test del grupo A Seco, TAF= Test del grupo A Fresco, TBS= Test del grupo B Seco, TBF= Test
del grupo B Fresco, TCS= Test del grupo C Seco, TCF= Test del grupo C Fresco, TDS= Test del grupo
cultivada en museo del Desierto Seco, TDF= Test del grupo cultivada en museo del Desierto Fresco,
Abundante (++); Escaso (+).

No se ha encontrado reporte de la presencia de alcaloides o algun tipo de investigacion fotoquimica en
especies de Turbinicarpus valdezianus sin embargo la relacidn existente entre la familia de la cactaceas y
el peyote nos hace plantear la hipétesis de la existencia de alcaloides en estas cactaceas.

=)

1 Cowiv.Seco +4

Figura 4.2. Caracterizacion quimica preliminar de los extractos de Turbinicarpus
valdezianus. a) Muestra de grupo DF, b) Muestra de grupo DS.

La figura anterior muestra como en las muestras secas se observa mayor formacion de
precipitado indicandolo como ++, mientras que en las muestras frescas aun cuando

existe la formacion de precipitados es muy leve o poco perceptible, lo cual se indico
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como una reaccion +. Obedeciendo a este comportamiento en general, todas las muestras
de ambos grupos o categorias (frescas y secas). En consecuencia se aumento a doble la
cantidad de muestras frescas en las pruebas, observando el aumento en la cantidad de
precipitado, en una proporcion muy similar a las muestras secas. Por lo que se dedujo
que la concentracién de los compuestos contenidos en las muestras secas es mayor que

el de las muestras procesadas frescas.

Las pruebas de caracterizacion quimica preliminar de los compuestos fueron el punto de
referencia para descartar el trabajo posterior con todas las muestras frescas, esta decision

aumento la eficiencia en tiempo y costos del trabajo de investigacion.

Por lo que ademas de la caracterizacion quimica preliminar de los compuestos, estas
pruebas fueron el punto de referencia para descartar el trabajo posterior con todas las
muestras frescas. Y de esta manera es mas eficiente en tiempo y costos el trabajo de

investigacion.

La poca cantidad de alcaloides que presenta la planta, puede aumentar en el cultivo de
tejidos utilizando callos con mayor tiempo de incubacion, pues la produccion de
metabolitos secundarios aumenta al iniciarse la fase estacionaria (Yeoman et. al 1980), y
la de los alcaloides es inversamente proporcional a la tasa de crecimiento (Carew y
Krueger, 1977, citado por Arias Ramirez 2002). Esta propiedad debe ser tomada en
cuenta tanto en cuenta para producir alcaloides u otros metabolitos (Arias Ramirez

2002).
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Cromatografia de capa fina.

Las siguientes tablas muestran los Rf calculados a partir de las bandas reveladas con

camara UV, Yodo y Dragendorff.

Cuadro 4.2. Rf de las fracciones observadas en el grupo A con luz ultravioleta, vapores
de yodo y reactivo de Dragendorff.

Fracciones RF con UV Rf con Yodo Rf con Dragendorff
1 0.21+0.06 0.30+0.14 0.63 £ 0.02
2 0.26+0.06 0.41+0.16
3 0.37+0.16 0.48+0.10
4 0.45 +£0.11 0.55+0.09
5 0.50+£0.08 0.62+0.14
6 0.55 £ 0.09 0.61
7 0.61+£0.14
8 0.62

Cuadro 4.3. Rf de las fracciones observadas en el grupo B con luz ultravioleta, vapores
de yodo y reactivo de Dragendorff.

Fracciones RF con UV Rf con Yodo Rf con Dragendorff
1 0.27+0.01 0.29+0.02 0.42 £ 0.06
2 042+0.10 0.47+0.05
3 0.52+0.05 0.53+0.05
4 0.58+0.08 0.59+0.10
5 0.65+0.11
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Cuadro 4.4. Rf de las fracciones observadas en el grupo C, con luz ultravioleta,
vapores de yodo y reactivo de Dragendorff.

Fracciones RF con UV Rf con Yodo Rf con Dragendorff
1 0.20£0.06 0.23+0.08 0.67 £0.02
2 0.35+£0.09 0.41+0.09
3 0.39+£0.08 0.45+0.09
4 0.44£0.08 0.50+0.09
5 0.50+0.11 0.59
6 0.47 0.84
7 0.56

Cuadro 4.5. Rf de las fracciones observadas en el grupo D, con luz ultravioleta,
vapores de yodo y reactivo de Dragendorff.

Fracciones RF con UV Rf con Yodo Rf con Dragendorff

1 0.22+0.05 0.44+0.08 0.54 +£0.16

2 0.39+0.14 0.50+0.06

3 0.58+0.15 0.54+0.06

4 0.64 £ 0.06

5 0.71+0.11

6 0.81+0.10

7 0.92

Las bandas correspondientes a cada compuesto se pueden revelar mediante
técnicas analiticas concretas (Jorrin Novo et al). Las tablas de la 2-5 presentan los
valores de Rf calculados, éstos Rf reportados en los resultados corresponden al promedio
y a la desviacion estandar de los mismos, las variaciones encontradas en el valor del Rf,
pueden obedecer a los cambios de temperatura y/o el espesor de las diferentes placas de

capa fina (Sharapin Nikolali, et. al, 2000).
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Aislamiento de alcaloides contenidos en bandas positivas y determinacion de

porciento de rendimiento.

Si la cantidad de extracto por mililitro de muestra vario dependiendo del grupo que se

tratara segun la concentracion de cada muestra:

Cuadro 4.6. Porciento de rendimiento de Alcaloides.

PESO PESO %
MUESTRA PESO i PESO f
NETO TE RENDIMIENTO
AS 108.182 108.227 0.045 1.7342 2.59485642
BS 109.549 109.594 0.045 2.4548 1.83314323
CS 108.492 108.542 0.050 1.4808 3.37655321
DS 74.390 74.433 0.043 0.1502 28.6284953

PESO i = peso inicial, PESO f = peso final, PESO TE = peso total del extracto. Las
unidades de medida estan dadas en gramos y fueron pesados en una balanza analitica
digital.
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Cddigo de Barras de AND

El producto de amplificacion de PCR esta representado en las bandas reveladas
en el gel de agarosa de electroforesis de la figura anterior donde se observan bandas
nitidas y bien definidas de la muestras de ADN de T. valdezianus, caracteristica
principal de una buena amplificacion y sobre todo que no existen bandas duplicadas o

barridas.

Figura 4.3. El gel esta representados los resultados del analisis, mediante la técnica de
PCR de las muestras analizadas. Los patrones de bandas obtenidos tras la digestion de
los productos amplificados indican una buena amplificacion de los productos, ya que las
bandas son nitidas, bien definidas y no muestran barrido.

Caddigo de barras de ADN, analisis con BLAST

Los resultados generaron un archivo de salida de “BLAST” con detalle de su busqueda,
indicando el puntaje obtenido al comparar la secuencia a identificar con cada secuencia
en la base de datos registradas en la pagina de NCBI. La lista esta ordenada de acuerdo

al puntaje, asi que el primer registro corresponde al mejor puntaje.
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Cuadro 4.7. Comparacion de los diez valores maximos de Calificacion e Identidad para
la secuencia de T. valdezianus de matK3R.

CLAVE

DESCRIPCION

CALIF.
MAX

CALIF.
TOTA
L

COVERT
URA

VA
LO
RE

IDENTID
AD MAX

FN99717
4.1

HQ62089
5.1

HQ62089
4.1

FN99717
0.1

HMO04179
3.1

FN99755
2.1

FN99744

2.1

FN99716
7.1

Turbinicarpus
swobodae chloroplast
matK gene and partial
tRNA-Lys intron,
isolate CHB31
Turbinicarpus
schmiedickeanus
voucher MA1914
(BRU) trnK gene,
partial sequence; and
maturase K (matK)
gene, complete cds;
chloroplast
Turbinicarpus
klinkerianus voucher
MA1913 (BRU) trnK
gene, partial sequence;
and maturase K (matK)
gene, complete cds;
chloroplast
Turbinicarpus saueri
chloroplast matK gene
and partial tRNA-Lys
intron, isolate CHB28
Turbinicarpus
schmiedickeanus trnK
gene, partial sequence;
and maturase K (matK)
gene, complete cds;
chloroplast
Turbinicarpus
pseudopectinatus
chloroplast matK gene
and partial tRNA-Lys
intron, isolate V34
Turbinicarpus alonsoi
chloroplast matK gene
and partial tRNA-Lys
intron, specimen
voucher MEXU T1488
Turbinicarpus laui
chloroplast matK gene

1420

1411

1411

1411

1411

1407

1407

1407
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1420

1411

1411

1411

1411

1407

1407

1407

69%

69%

69%

69%

69%

69%

69%

69%

0

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%



and partial tRNA-Lys
intron, isolate CHB24
Turbinicarpus
schmiedickeanus
FN99712 chloroplast matK gene 140
8.1 and partial tRNA-Lys 6
intron, specimen
voucher MEXU C456
Turbinicarpus
schmiedickeanus
chloroplast matK gene
and partial tRNA-Lys 1402 1402 69% 0 98%
intron, specimen
voucher MEXU
RT15070

1406 69% 0 98%

FN99742
8.1

En el cuadro 4.7 se presentan los 10 géneros con mayor similitud con la
secuencia blanco (T. valdezianus) las cuales de acuerdo a sus calificaciones e identidad
presentan los valores maximos. En general las diez especies presentadas muestran una
identidad maxima del 98%. Mientras que sus calificaciones van desde 1420 hasta 1402.
Dejando a Turbinicarpus swobodae como la especie mas cercana en cuanto a similitud

genética.
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Cuadro 4.8. Comparacion de los diez valores maximos de calificacion e Identidad para
la secuencia de T. valdezianus de matK6R.

CLAVE

DESCRIPCION

CALIF.
MAX

CALIF.
TOTA
L

COVERT
URA

VA
LO
RE

IDENTID
AD MAX

FN99717
4.1

HQ62089
5.1

HQ62089
4.1

FN99744
2.1

FN99717
0.1

HMO04179
3.1

FN99712
8.1

Turbinicarpus
swobodae chloroplast
matK gene and partial
tRNA-Lys intron,
isolate CHB31
Turbinicarpus
schmiedickeanus
voucher MA1914
(BRU) trnK gene,
partial sequence; and
maturase K (matK)
gene, complete cds;
chloroplast
Turbinicarpus
klinkerianus voucher
MA1913 (BRU) trnK
gene, partial sequence;
and maturase K (matK)
gene, complete cds;
chloroplast
Turbinicarpus alonsoi
chloroplast matK gene
and partial tRNA-Lys
intron, specimen
voucher MEXU T1488
Turbinicarpus saueri
chloroplast matK gene
and partial tRNA-Lys
intron, isolate CHB28
Turbinicarpus
schmiedickeanus trnK
gene, partial sequence;
and maturase K (matK)
gene, complete cds;
chloroplast
Turbinicarpus
schmiedickeanus
chloroplast matK gene

1312

1303

1303

1303

1303

1303

1301
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1335

1326

1303

1326

1326

1303

1301

70%

70%

70%

71%

70%

70%

70%

0

100%

100%

96%

100%

100%

96%

96%



and partial tRNA-Lys

intron, specimen

voucher MEXU C456

Turbinicarpus

pseudopectinatus

chloroplast matK gene 1299 1322 70% 0 100%

and partial tRNA-Lys

intron, isolate V34

Turbinicarpus laui

FN99716 chloroplast matK gene
7.1 and partial tRNA-Lys

intron, isolate CHB24

Turbinicarpus

schmiedickeanus

chloroplast matK gene

and partial tRNA-Lys 1294 1317 70% 0 100%

intron, specimen

voucher MEXU

RT15070

FN99755
2.1

1299 1322 70% 0 100%

FN99742
8.1

El cuadro 4.8 presenta los diez organismos mayormente vinculados con la
secuencia de T. valdezianus analizada como matK6R. En esta tabla es posible apreciar
hasta siete organismos con un valor de 100% en identidad méxima, a diferencia de la
cobertura que en los mismos casos solo alcanza un 71% como méaximo valor. En dicho
caso se encuentran; Turbinicarpus swobodae, Turbinicarpus schmiedickeanus,
Turbinicarpus alonsoi, Turbinicarpus saueri, Turbinicarpus pseudopectinatus,

Turbinicarpus laui, Turbinicarpus schmiedickeanus.
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Cuadro 4.9. Comparacion de los diez valores maximos de calificacion e Identidad para
la secuencia de T. valdezianus de rbcL3F.

CALIF. VA
CALIF. COVERT IDENTID

CLAVE DESCRIPCION MAX TOLTA URA IF\:Cé AD MAX

Lepismium

lumbricoides f.

aculeatum chloroplast

partial rbcL gene for
FR83338  fibulose-1.5- 048 948  94% 0 99%

6.1 .

bisphosphate

carboxylase/oxygenase

large subunit, isolate

CA129

Lepismium

lumbricoides f.

lumbricoides

chloroplast partial rbcL
FR251338 gene for ribulose-1.5- 948 948 94% 0 99%

bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA128
Lepismium
lumbricoides
chloroplast partial rbcL
FR85335 gene for ribulose-1.5-
1.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CAQ072
Lepismium
lumbricoides
chloroplast partial rbcL
FR85334 gene for ribulose-1.5-
9.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA070
Schlumbergera rosea
chloroplast partial rbcL
gene for ribulose-1.5-
bisphosphate 948 948 94% 0 99%
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA047

948 948 94% 0 99%

948 948 94% 0 99%

FR85332
6.1
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Schlumbergera rosea x
Schlumbergera
gaertneri chloroplast
partial rbcL gene for
ribulose-1.5- 948 948 94% 0 99%
bisphosphate

carboxylase/oxygenase

large subunit, isolate

CA044

Hatiora cylindrica

chloroplast partial rbcL

gene for ribulose-1.5-

bisphosphate 946 946 94% 0 99%
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA119

Lepismium
lorentzianum
chloroplast partial rbcL
FR85335 gene for ribulose-1.5-

FR85332
3.1

FR85338
1.1

0.1 bisphosphate 946 946 94% 0 99%
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA088
Lepismium
lorentzianum
chloroplast partial rbcL
FR85335 gene for ribulose-1.5- 946 946 94% 0 99%
8.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA087
Lepismium
lorentzianum
chloroplast partial rbcL
FR85335 gene for ribulose-1.5- 946 946 94% 0 99%

4.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA080

La informacion de salida de BLAST enlista los diez organismos mas relacionados con la
secuencia rbcL3F (directa). Donde la identidad maxima asi como en cobertura muestran
valores del 99% y 94% respectivamente en todos los casos. No se observd mayor

variacion entre la lista de los diez organismo con mayor similitud.
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Cuadro 4.10. Comparacion de los diez valores maximos de calificacion e Identidad
para la secuencia de T. valdezianus de rbcL6F.

CALIF. VA
CALIF. COVERT IDENTID
CLAVE DESCRIPCION MAX TOLTA URA IF\:Cé AD MAX

Lepismium
lumbricoides f.
aculeatum chloroplast
partial rbcL gene for
ribulose-1.5- 944 944 94% 0 99%
bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA129
Lepismium
lumbricoides f.
lumbricoides
chloroplast partial rbcL
gene for ribulose-1.5- 944 944 94% 0 99%
bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA128
Lepismium
lumbricoides
chloroplast partial rbcL
FR85335 gene for ribulose-1.5-
1.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CAQ72
Lepismium
lumbricoides
chloroplast partial rbcL
FR85334 gene for ribulose-1.5-
9.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA070
Schlumbergera rosea
chloroplast partial rbcL
FR85332 gene for ribulose-1.5-
6.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate

FR85338
6.1

FR85338
5.1

944 944 94% 0 99%

944 944 94% 0 99%

944 944 94% 0 99%
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CA047

Schlumbergera rosea x
Schlumbergera
gaertneri chloroplast
partial rbcL gene for
ribulose-1.5- 944 944 94% 0 99%
bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA044
Hatiora cylindrica
chloroplast partial rbcL
gene for ribulose-1.5-
bisphosphate 939 939 94% 0 98%
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CAl119
Lepismium
lorentzianum
chloroplast partial rbcL
FR85335 gene for ribulose-1.5-
9.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA088
Lepismium
lorentzianum
chloroplast partial rbcL
FR85335 gene for ribulose-1.5-
8.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA087
Lepismium
lorentzianum
chloroplast partial rbcL
FR85335 gene for ribulose-1.5-
4.1 bisphosphate
carboxylase/oxygenase
large subunit, isolate
CA080

FR85332
3.1

FR85338

11

939 939 94% 0 98%

939 939 94% 0 98%

939 939 94% 0 98%

En el cuadro 4.10 los primeros seis organismos son los que muestran la mayor identidad
con un valor de 98% y una cobertura del 94%. Mostrando uniformidad en los datos para

el resto de los valores enlistados.
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El primer valor en la tercera columna es una medida del numero de bases en comun
entre la secuencia a identificar y la secuencia resultante es el puntaje o calificacion. Los
puntajes mas altos indican una mas alta similitud, al mismo tiempo el nimero contiguo a
este en la cuarta columna que muestra el total de calificacion. La cobertura valores
registrados en la quinta columna es el porcentaje de la secuencia cubierta por la
alineacion. El valor E (sexta columna) es un indicador de la probabilidad de obtener este
resultado al azar. Comparando secuencias muy similares, este valor tiende a ser de bajo
a cero. Y por ultimo el valor de maxima identidad en la séptima columna, demuestra la

similitud maxima con la secuencia blanco en comparacién con la de datos de BLAST.

Las secuencias problema con los primeros cinco organismos con mayor similitud a la
secuencia blanco rbcL de Turbinicarpus, se presentan a continuacién. Siendo el primero

el valor de calificacién y el segundo el valor de E.

Turbinicarpus 3 matk R

SEC540_EO01 5.-1-matk_pmatkR.abl ABIX Testing
Query Length 1202

Total score 1459

FN997174.1 Turbinicarpus swobodae 1420 0.0

HQ620895.1 Turbinicarpus schmiedickeanus 1411 0.0
HQ620894.1 Turbinicarpus klinkerianus 1411 0.0
FN997170.1 Turbinicarpus sauer 1411 0.0

HMO041793.1 Turbinicarpus schmiedickeanus 1411 0.0
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Turbinocarpus 6 matk R
SEC540_GO01_7.-2-matk_pmatkR.abl ABIX Testing...
Query Length 1153

Total score 1362

FN997174.1 Turbinicarpus swobodae 1312 0.0

HQ620895.1 Turbinicarpus schmiedickeanus 1303 0.0
HQ620894.1 Turbinicarpus klinkerianus 1303 0.0
FN997442.1 Turbinicarpus alonsoi 1303 0.0

FN997170.1 Turbinicarpus saueri 1303 0.0

Turbinicarpus3rbcLF.seq
Total score 959
FR853386.1 Lepismium lumbricoides 948 0.0

FR853385.1 Lepismium lumbricoides 948 0.0
FR853351.1 Lepismium lumbricoides 948 0.0
FR853349.1 Lepismium lumbricoides 948 0.0

FR853326.1 Schlumbergera rosea 948 0.0

Turbinicarpus6érbcLF.seq
Total score 953
FR853386.1 Lepismium lumbricoides 944 0.0

FR853385.1 Lepismium lumbricoides 944 0.0
FR853351.1 Lepismium lumbricoides 944 0.0
FR853349.1 Lepismium lumbricoides 944 0.0

FR853326.1 Schlumbergera rosea 944 0.0
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Creacion de arboles filogenéticos o Dendogramas con la opcion “Distance tree of
results” donde se obtuvieron la imagen del arbol filogenético para un anélisis mas

rapido.

a) Turbinicarpus3matkR.seq

Turbinicarpus swobodae chloroplast matk gene and partial TRMA: s intron, isol.

Turbinicarpus schmiedickeanus voucher MA 1914 (BRUI fnK gene, partial seque..

@ Turbinicarpus pseudopectinatus chloroplast matk gene and partial tRMA- Lyvs int.

Turbinicarpus lawi chloroplast matk 9ene and partial tRMA- Les infron, isolate C...

& Turbinicarpus klinkerianus voucher M4 1915 (BRU) fmk gene, pardial sequence; ..

L & Turbinicarpus schmiedickeans fmk gene, partial sequence; and maturese K (mat...
Turbinicarpus schmiedickeanus chloroplast matk gene and parfial tRHA- Lys indr..

Turbinicarpus saner chloroplas t matk 9ene and parfial tRMA- Lys infron, isolate ..

Turbinicarpus alonsoi chloroplast matk gene and partial tRiA- Lys infron, speci...

Turbinicarpus schmiedickeanus chloroplast matk gene and parfial tRMA- Lys indr...

| 0.0004 |
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b) TurbinicarpusématkR.seq

Schlumbergera rosea. t Schlumbergera gaerineti chloroplast partial rhcl gene for

Lepismium lumbticoides chloroplast parfial the L gene for ribulose 1.5 bisphosph.

Lepismium lumbricoides f. aculeatum chloroplast parfisl rbcl gene for ribulose-1....

Hadiora cindrica chloroplast partial rhcL gene for ibulose 1.5 bisphasphate ca.

& o & Lepismium lorentzianum chloroplast partial rhcl gene for ribulose 1.5 bisphasp...
- Lepismium lorentziarnum chloroplast parfial rbhcL gene for rbulose 1.5 bisphosp...

Lepismium lorentzianum chloroplast partial rhcl gene for ibulose 1.5 bisphosp...

Lepismium lumbricoides f. lumbricoides chloroplast partial rbcL gene for ribulose-.

Lepismium lumbticoides chlioroplast parfial the L gene for vbulase 1.5 bisphosph.

Schlumbergera rosea. chloroplast pardial e L gene for Hbulose 1.5 bisphospha...

| Q000002 |

c) Turbinicarpus3rbcLF.seq

Turbinicarpus swobodae chloroplast matk gene and partial TR Lys infron, isal.
Turbinicarpus lonsoi chloroplastmatk gene and parfial tRMa- Lys intron, speci..
Turbinicarpus schmiedickeanns voucher 141914 (ERU) fm K gene, partial seque..
& Turbinicarpus pseudopectinatus chloroplast matk gene and parfial tRMA- Losint.
Turbinicarpus lai chloroplast matk gene and partial tRMA- Lys intron, isolade C...
& x Turbinicarpus Klinkerianus voucher Ma 1913 (BRI MK 9ene, partial sequence; ..
@ Turbinicarpus schmiedickeanus chloroplast matk gene and partial tRAA- Lys intr...
Turbinicarpus schmiedickeanus tmk gene, parfial sequence; and madurese K (mat..
Tutbinicarpus saueri chloroplast matk gene and parfial thitda- Les intron, isolade ...

Turbinicarpus schmiedickeanus chloroplast matk 9ene and partial tRMA- Lys intr.,

| 0.0004 |

75



d) Turbinicarpus6rbcLF.seq

Schlumbergera posea chloroplast pardial tbe L gene for bulose 1.5 bisphospha..

Lepismium lumbticoides chloroplast partial rbcL gene for Hbulose 1.5 bisphosph.

Lepismium lumbricoides f. aculeatum chloroplast partial rbcl gene for ribulose1....

Hafiora cindrica chloroplast partial rhcL gene for ribulose 1.5 bisphasphate ca.

@ o ¥ Lepismium larentziarum chloroplast parfial thel gene for fibulase 1.5 bisphasp...
- Lepismium lorentzianum chloroplast partial rhcL gene for ibulose 1.5 bisphosp...

Lepismium lorentzianum chloroplast partial rbcl gene for ibulose 1.5 bisphosp...

Lepismium lumbricoides . lumbricoides chloroplast partial rhcL gene for Hbulose.

Lepismium lumbticoides chloroplast parfial thel gene for ribulose 1.5 bisphosph.

Schlumbergers rosea s Schiumbergers gaerinet chloroplast parfial bl gene for

| 0.0001 |

Figura 4.4. Dendogramas de las secuencia obtenidas por la secuenciacion de
ADN de T. valdezianus a partir de un analisis de BLAST con dos genes (matK y
rbcL) de DNA propuestos como coddigos de barras (Fay-Wei Li et. al.).
Observando los dendogramas correspondientes en a) Turbinicarpus3matkR.seq,
b) TurbinicarpusématkR.seq, C) Turbinicarpus3rbcLF.seq, d)
Turbinicarpus6rbcLF.seq.
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Las regiones concatenadas muestran la relacion genética mas estrecha entre los géneros
y especies con mayor similitud a la secuencia blanco (T. valdezianus). Mostrando el
género Turbinicarpus con siete diferentes especies, cuando es analizado con el gen
matK. Mientras que al ser analizadas con el gen rbcL ubican a los géneros mayormente
ligados 0 mas cercanos genéticamente de acuerdo al dendograma son Lepismium,
Schlumbergera y Hatiora. Las figuras descritas son los dendogramas que corresponden

en el caso del gen matK las figuras a), y b). Y las analizadas con el gen rbcL las figuras

c)yd).

Como una recomendacion en base a los resultados obtenidos tomando en cuenta
que toda comparacién se lleva a cabo asumiendo que la base de datos contiene las
secuencias correspondientes de todas las especies potenciales. Se debe tener en cuenta
que siempre existe el problema de determinar si la secuencia resultante es lo
“suficientemente cercana” para pertenecer a la misma especie por lo que se recomienda
en estudios futuros ocupar mas de un par de genes y posiblemente también un

espaciador integénico como trnH-psbA para una mejor discriminacion entre especies.
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V. CONCLUSIONES

Determinacién de alcaloides como metabolitos secundarios

El sistema de solventes mas adecuado para una mejor separacion de la muestra fue el
sistema nuamero ocho el cual estd compuesto por Hexano — Acetona en concentraciones
80:20 debido a que este sistema fue la mezcla que mostro mayor nimero de bandas y

por lo tanto mejor separacion de la muestra en la placa cromatografica.

Todos los grupos tanto de muestras frescas como secas mostraron una reaccion positiva
a la presencia de alcaloides para las pruebas de Dragendorff, Wagner y Mayer. Pero de
acuerdo a la intensidad de la reaccion y basados en la observacion del control positivo
(vimblastina de 1,000 ppm del producto comercial Lemblastine 500 ™) se eliminaron
las muestras frescas, continuando la investigacion solo con las muestras secas. Ya que
fueron la que tuvieron una reaccion visiblemente mas intensa y similar al control

positivo.

Los cuatro grupos de muestras secas fueron positivos para alcaloides en por lo menos
una de sus bandas en la placa cromatografica. La cual fue identificada con un color azul
luminoso al ser revelada en la camara con luz UV de onda larga y con un color marrén
al ser revelada con el reactivo de Dragendorff directamente en la placa (mientras que
con la onda corta de UV todas las bandas fueron negras). Identificando de esta forma los

alcaloides contenidos en la muestra.
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El aislamiento de las bandas positivas para alcaloides permitié calcular el porciento de
rendimiento de alcaloides en las muestras de cada grupo. Correspondiendo a cada uno
los siguientes porcentajes: para el grupo AS 2.6%, BS 1.8%, CS 3.4% y DS 28.6%. Por
lo que el grupo con mayor porcentaje de rendimiento es el D seco el cual corresponde a
las plantas completas cultivadas en el invernadero del museo del desierto de Coahuila.
Mientras que para las vitroplantas objeto de estudio fue el grupo C seco el de mayor

rendimiento, al cual corresponde las plantas menores a 0.5 cm.

Cddigo de Barras de ADN

El andlisis de las secuencia en BLAST mostraron tanto en matK como rbcL valor alto de
identidad asi como de calificacion (Score). Por lo que se concluye que el cdodigo de
barras es una herramienta util en la identificacion de especies. Ademas de identificar las
secuencias blanco al ser comparadas con la base de datos de NCBI donde se encontraron

valores de identidad méaxima de hasta el 100%.

El disefio de arboles filogenéticos son utiles herramienta en busqueda rapida y
ubicacion grafica y de distancias de la especie en cuestion con sus parientes mas

cercanos geneticamente y la relacion que guardan con otras especies.

Las secuencias rbcL fueron menos constantes en comparacién con las frecuencias
analizadas con matK de T. valdezianus ya que ambas fueron analizadas de acuerdo a su
valor maximo de calificacion, asi como de identidad. Las secuencias de el gen matK

fueron mas constantes en sus resultados. A diferencia de las secuencias rbcL
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posiblemente por lo que se menciona anteriormente sobre que matK posee una tasa mas
alta de mutacién en comparacion a las secuencias del gen rbcL, los cuales no son tan

atiles en la discriminacion entre géneros muy emparentados.

De acuerdo a los resultados analizados por el programa BLAST y tomando en cuenta el
puntaje maximo de calificacion mostrado en la tablas presentadas para cada uno de los
genes, las especies que muestran mas alta similitud es en general Turbinicarpus
schmiedickeanus para las muestras analizadas con el gen matK, mientras que al ser
analizadas esta mismas con el gen rbcL los géneros con la similitud mayor son

Lepismium, Schlumbergera y Hatiora.
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RESUMEN

En la presente investigacion se persiguen los siguientes objetivos i) Establecer la
fase madvil (mezclas de solventes) mas adecuada para la separacion de los componentes
presentes en los extractos de vitroplantas en diferentes etapas de desarrollo y de plantas
cultivadas en invernadero de T. valdezianus; ii) Generar una metodologia de separacion
y obtencién de metabolitos a partir de vitroplantas de T. valdezianus en diferentes etapas
de desarrollo; iii) Identificar y caracterizar parcialmente los alcaloides a partir de
vitroplantas y especies cultivadas en invernadero de T. valdezianus en diferentes etapas
de desarrollo; iv) Determinar el rendimiento de alcaloides, metabolitos secundarios
presentes en T. valdezianus a base de metanol mediante cromatografia de capa fina; v)
Describir el codigo de barras de ADN de T. valdezianus basado en las secuencias de
dos genes (matK y rbcL). El material vegetal fue incrementado por medio de la técnica
biotecnoldgica llamada micropropagacion. ClasificAndolas de acuerdo a su etapa de
crecimiento (tamafio de brote), y comparadas con plantas procedentes de vivero
(donadas por el Museo del Desierto de Saltillo), de estas se formaron ocho grupos (AS,
AF, BS, BF, CS, CF, DS Y DF). Las muestras se manejaron en su condicion fisica
fresca y seca. Se estudio la extraccion de metabolitos secundarios en la muestras
utilizando metanol y una plancha de agitacion eléctrica a 100 rpm durante 72 horas para
lograr la extraccion. Se aplicaron pruebas colorimétricas a los grupos con una
concentracion estandarizada de 10,000 ppm. Resultando todos los grupos positivos a la
reaccion de presencia de alcaloides para las pruebas de Dragendorff, Wagner y Mavyer.
Dado que las muestras secas, fueron las que tuvieron una reaccion visiblemente mas

intensa, se continuo el resto de las pruebas solo con los grupos en condicién fisica de
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muestras secas. Dentro de el mismo se probaron diez sistemas (mezclas) de solventes y
se selecciond la fase mévil mas adecuada en la cromatografia de capa fina (CCF o
cromatografia de capa delgada CCD), empleando cuatro reveladores distintos para
observar las placas (camara de onda larga, onda corta, camara de yodo Y reactivo de
Dragendorff). Siendo el sistema Hexano — Acetona en concentraciones 80:20 el que
mostro mayor nimero de bandas y por lo tanto mejor separacion. Se corrieron placas
cromatograficas de 20 x 20 cm con los extractos completos, y se aislaron las bandas
positivas para alcaloides de cada grupo para determinar el porciento de rendimiento de
alcaloides teniendo los siguientes resultados, para el grupo AS 2.6%, BS 1.8%, CS
3.4% y DS 28.6%. Por lo que el grupo con mayor porcentaje de rendimiento fue el D
seco, mientras que para las vitroplantas objeto de estudio fue el grupo C seco. Para la
determinacion del codigo de barras de ADN se extrajo material genético de vitroplantas
para amplificar y secuenciar con ayuda de dos genes iniciadores matK y rbcL. El
analisis de las secuencia en BLAST mostraron que tanto en matK como rbcL valor alto
de identidad asi como de calificacion (Score) encontrando valores de identidad maxima
de hasta el 100%. Por lo que se concluye que el cédigo de barras es una herramienta Gtil
en la identificacion de organismos. Las secuencias rbcL fueron menos constantes en
comparacion con las frecuencias analizadas con matK, de acuerdo a su valor maximo de
calificacion e identidad. Tomando en cuenta el puntaje maximo de calificacion en la
tablas, las especies que mostraron mas alta similitud es en general Turbinicarpus
schmiedickeanus para la muestras analizadas con el gen matK, mientras que al ser
analizadas esta mismas con el gen rbcL los géneros con la similitud mayor son
Lepismium, Schlumbergera y Hatiora. Por lo que de acuerdo a estos resultados se infiere

que el codigo de barras de ADN es util para la identificacion de organismos, y en el caso
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particular de este trabajo con los genes empleados (matK y rbcL) ayudo en la

identificacion de genero Turbinicarpus.
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