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RESUMEN

Las plantas de agave son de gran relevancia en México debido a su estatus cultural, historico y
social, asi como por sus diversas aplicaciones en la industria. No obstante, las técnicas de
identificacion y clasificacion taxondémica clasicas no han logrado comprender la compleja
diversidad y filogenia del género, por lo que, la aplicacion de técnicas molecular como los
“Codigos de Barras de ADN” son cada vez mas indispensables. En este trabajo de investigacion
se utilizo esta técnica molecular aplicando una region del gen rbcL como marcador para analizar
su capacidad de identificacion y discriminacion en 13 especies del género Agave L. Para ello se
llevd a cabo la colecta de tejido vegetal y se realizd la extraccion de ADN seguido de la
amplificacion por PCR de todas las muestras vegetales colectadas. Después, se analizaron las
secuencias obtenidas (secuencias de consulta) con apoyo de los programas bioinformaticos
SnapGene Viewer y MEGA X y se crearon dos bibliotecas en formato FASTA. Posteriormente se
evalu6 el poder discriminatorio de rbcL mediante el andlisis BLAST para cada secuencia de
consulta generada. Finalmente, con el método estadistico de union de vecinos (neighbor-joining)
se gener6 un dendrograma para 12 secuencias de consulta en el que se observé la formacion de
tres clados monofiléticos bien definidos, sin embargo, los clados no lograron agruparse de acuerdo
con la clasificacion de subgéneros propuesta en literatura. En conclusion, es necesario continuar
con investigacion relacionada con la capacidad discriminatoria del marcador rbcL en especies de

Agave L.

Palabras clave: Agave, rbcL, BLAST, discriminatorio.
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ABSTRACT

Agave plants hold great significance in Mexico due to their cultural, historical and social value, as
well as their several applications in industry. Nevertheless, traditional taxonomic identification and
classification techniques have not been enough to fully understand the complex diversity of the
genus. Consequently, the application of other techniques, such as “DNA barcoding” has become
essential. In this research study, the “DNA barcoding” technique was applied using a region of the
rbcL gene as a molecular marker to assess its ability to identify and characterize 13 species of
Agave L. Plant tissue was collected and DNA extraction was performed, followed by PCR
amplification of all collected simples. The obtained sequences (query sequences) were then
analyzed using the bioinformatic programs SnapGene Viewer and MEGA X, and two libraries
were created in FASTA format. Subsequently, the discriminatory power of rbcL was evaluated
through BLAST analyses for each generated query sequence. Finally, a dendrogram for 12 query
sequences was generated using the neighbor-joining statistical method, revealing the formation of
three well-defined monophyletic clades; however, the obtained clades did not align with the
proposed subgenres classification. In conclusion, further research is needed regarding the

discriminatory capacity of rbcL marker in Agave L. species.

Keywords: Agave, rbcL, BLAST, discriminatory.
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1. INTRODUCCION

El género Agave L. comprende un extenso grupo de plantas ampliamente distribuidas en distintas
regiones de América, siendo México su centro de origen. El uso y aplicacion de estas especies por
la sociedad mexicana ha sido fundamental, por lo que su importancia recae en lo econdémico,
cultural, historico y social. En la actualidad, los agaves son reconocidos por sus aplicaciones en la
industria de bebidas, fibras, alimentos, productos medicinales y la produccién de biocombustibles
a partir de residuos (Garcia-Mendoza et al., 2017). Asimismo, las plantas del género han suscitado
gran interés puesto que cuentan con una gran capacidad de adaptacion a climas adversos (Good-
Avila etal., 2006). Por este motivo, en los ultimos afios se han presentado estrategias de
conservacion para los agaves (Camacho et al., 2023).

Sin embargo, la clasificacion taxondmica del género sigue siendo compleja. Las categorizaciones
de la taxonomia clésica se basan en la morfologia de las plantas, las cuales pueden variar
dependiendo de factores ambientales y los tiempos de reproduccion. Aunado a esto, el
descubrimiento de nuevas especies del género se traduce en una brecha de conocimiento sobre sus
relaciones evolutivas. Por ello, es primordial establecer herramientas que permitan identificar con
facilidad y precision diferentes especies. Especificamente la caracterizacion molecular ha
mostrado resultados eficaces en la identificacion de un gran nimero de plantas.

Los “Codigos de barras de ADN” nacen como una técnica complementaria para esta necesidad, la
cual involucra el empleo de secuencias pequefias del genoma de un organismo con suficiente
variabilidad entre especies, pero conservadas dentro de la misma especie. En plantas se establecio
la combinacién de los locus rbel + matK, debido a que las limitaciones de uno contrarrestan al
otro y esto resulta en porcentajes de amplificacion, secuenciacion y variabilidad suficientes para
realizar una discriminacion taxondmica adecuada (CBOL Plant Working Group et al., 2009).
Actualmente, un gran nimero de especies de agaves no cuentan con una caracterizacion molecular,
por ello, diferentes investigaciones se han concentrado en generar secuencias moleculares de estas
especies con el fin de generar datos que permitan un mejor entendimiento de las relaciones
filogenéticas de la familia Asparagaceae.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar y analizar la capacidad discriminatoria

taxonomica del locus rbcL aplicado en 13 especies de Agave L.



1. JUSTIFICACION

La mayor diversidad de especies de Agave L. se encuentra en México, sin embargo, su
identificacion morfoldgica es limitada sin la presencia de caracteres vegetales efimeros, lo cual
dificulta conocer el nimero real de especies distribuidas en el pais. Asimismo, tampoco se han
logrado discernir las relaciones taxondmicas del grupo, por lo que la caracterizacion molecular de

un mayor nimero de especies ayudara a coadyuvar en gran parte dichos problemas.

2. OBJETIVOS
Caracterizar molecularmente utilizando el fragmento rbcL diferentes especies del género Agave L.

distribuidas en el sureste de Coahuila, México, para determinar asi el poder discriminatorio del

marcador.

2.1. Objetivos especificos
- Determinar las secuencias de ADN de especies de agave utilizando el marcador molecular

rbeL.

- Determinar el poder discriminatorio del fragmento rbcL.

3. HIPOTESIS

La aplicacion del marcador rbcL en diferentes especies de Agave L. permitird conocer las

secuencias de ADN de diferentes especies de Agave L., asi como su poder discriminatorio.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Orden Asparagales

El orden Asparagales fue propuesto por Huber en 1969 (Zayas, 1991). Siguiendo sus ideas,
Dahlgren et al. (1985) consideraron a Asparagales como un orden separado en una de las obras
literarias taxondmicas mas reconocidas hasta hoy dia: “Las familias de las Monocotiledoneas”.
Sin embargo, el orden fue reconocido formalmente hace 35 afos, esto debido a la falta de
fundamento en las pruebas filogenéticas y morfologicas expuestas en su momento (Hernandez-
Sandoval et al., 2016; Seberg et al., 2012).

El ntimero y clasificacion de familias dentro del orden Asparagales y sus interrelaciones ha sido
controversial a lo largo de los afos (Seberg et al., 2012). E1 APG (Angiosperm Phylogeny Group),
con el paso del tiempo, ha reconocido diferentes nimeros y clasificaciones: 29 familias (APG,
1998); 14 familias, mas 11 opcionales (APG II, 2003); y 14 familias (APG III, 2009).

Sin embargo, la mas reciente clasificacion filogenética sugiere que el orden Asparagales esta
compuesto por 14 familias: Amaryllidaceae, Asparagaceae, Asphodelaceae, Asteliaceae,
Blandfordiaceae, Boryaceae, Doryanthaceae, Hypoxidaceae, Iridaceae, Ixioliriaceae, Lanariaceae,
Orchidaceae, Tecophilacaceae y Xeronemataceae; incluyendo alrededor de 1,122 géneros y 36,265

especies aproximadamente (APG 1V, 2016).

4.2. Familia Asparagaceae

La familia Asparagaceae ha sido reconocida por diversos sistemas de clasificacion (APG 111, 2009;
APG 1V, 2016). Su primera descripcion formal fue propuesta por Stephano Endlicher en el afio
1841 con el nombre “Agavaceae”, aunque tuvo poco reconocimiento en la comunidad botanica
(Bogler etal., 2006; Endlicher, 1841). Fue en 1934 cuando adquiri6 popularidad cuando
Hutchinson (1934) volvio6 a proponerla.

El orden sistematico de la familia ha sido revisado y discutido a través de los afos por diferentes
autores y desde panoramas tanto filogenéticos (Bogler et al., 2006; Eguiarte et al., 1994, 2000),

como ecologicos y de conservacion (Garcia-Mendoza & Galvan-V, 1995), refiriéndose a esta con



el nombre de “Agavaceae”. Sin embargo, el nombre vigente para la familia es “Asparagaceae”
(APG LV, 2016).

Las asparagaceas son plantas endémicas de América que se distribuyen desde en las zonas célidas
y secas del suroeste de Estados Unidos de América, México, la cuenca del Caribe, hasta Bolivia y
Paraguay (Bogler et al., 2006; Garcia-Mendoza et al., 2017). Constituyen una familia de plantas
que forman rosetas, generalmente espinosas, de gran belleza, valor ornamental, significancia
cultural e importancia economica (Bogler et al., 20006).

Actualmente, Asparagaceae se divide en 7 subfamilias: Agavoideae, Aphyllanthoideae,

Asparagoideae, Brodiacoideae, Lomandroideae, Nolinoideae y Scilloideae (APG IV, 2016).

4.3. Subfamilia Agavoideae

El esquema de subfamilias para la familia Asparagaceae fue presentado por Chase et al. (2009)
con el objetivo de facilitar la interpretacion y orden de los taxones. Sin embargo, en el afio 2000,
Fay et al. (2000) ya habian presentado un estudio filogenético en donde se muestra que las
subfamilias presentadas por Chase et al. (2009) forman un clado bien sustentado.

Hoy en dia, la clasificacion subfamiliar es aceptada por el sistema de clasificacion del APG IV
(2016) (Figura 1), el cual sugiere 24 géneros para la subfamilia Agavoideae: Agave L.,
Anemarrhena Bunge, Anthericum L., Behnia Didrichsen, Beschorneria Kunth, Camassia Lindley,
Chlorogalum Kunth, Chlorophytum Ker-Gawler, Diamena Ravenna, Diora Ravenna, Echeandra
Ortega, Furcraea Ventenat, Hagenbachia Nees & Martius, Hastingia S. Watson, Herreria Ruiz &
Pavon, Herreriopsis Perrier, Hesperaloe Engelmann, Hesperocallis A. Gray, Hesperoyucca Baker,

Hosta, Leucocrinum A. Gray, Paradisea Mazzuc, Schoenolirion E. M. Durand, y Yucca L.
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Figura 1. Arbol filogenético presentado por la APG IV (2016) mostrando la clasificacion subfamiliar aceptada
actualmente.
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4.4. Género Agave L.

El género Agave L. es endémico de América y uno de los mas diversos y complejos de la familia
Asparagaceae, con mas de 250 especies reportadas en todo el continente (Jiménez-Barron et al.,

2020).
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Figura 2. Estados de la Republica Mexicana con mayor riqueza de especies de Agave reportadas. Imagen
modificada de Eguiarte et al., (2021).



Por su parte, la presencia de este grupo de plantas en México es sobresaliente ya que es el octavo
género con mayor riqueza en el pais en donde se han reportado 159 especies aproximadamente
(Figura 2) (Garcia-Mendoza et al., 2019). Asimismo, constituye un conjunto de monocotiledoneas
de gran importancia econdmica social, ambiental y cultural (Colunga-GarciaMarin & May-Pat,
1993; Eguiarte et al., 2021). De acuerdo con Gentry (1982), “la gran diversidad genética de un
género rico en usos potenciales cayé en manos de los pueblos que desarrollaron el principal centro
agricola de las Américas”.

El aprovechamiento de las plantas de agave es extraordinario; tanto la planta, como los érganos de
esta y sus derivados son ampliamente utilizados como alimento, bebida, combustibles, material de
construccion, medicina y para la obtencion de fibras (Garcia-Mendoza et al., 2017). Un ejemplo
de la presencia de este género de plantas desde épocas prehispanicas son los “mezcales”, un grupo
de especies que representaban una fuente basica de alimentacion para las poblaciones de México
y Centroamérica (Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2007).

La historia de la diversificacion de Agave L. se divide en tres periodos: (i) su uso como alimento;
(i1) su uso en la elaboracion de bebidas fermentadas (pulque); v, (iii) su uso en la elaboracion de
bebidas destiladas (mezcal y tequila) (Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2007).
Actualmente, es inherente la importancia economica nacional que tiene la produccion de bebidas
destiladas, tales como el mezcal y el tequila (Tabla 1) (Garcia-Mendoza et al., 2017; Trejo et al.,

2018).

Tabla 1. Produccion de agave en México en el periodo 2020-2023. Fuente: (SIAP (SAGARPA), 2025)

Aifio Superficie Superficie Produccién Valor de la producciéon (miles de
sembrada (ha) cosechada (ha) (ton) pesos)

2023 239,271.06 33,267.32 2,577,995.41 48,284,822.74

2022 143,866.69 26,561.68 2,036,474.88 35,631,941.56

2021 139,314.17 24,184.00 1,776,720.56 29,644,217.53

2020 129,981.60 25,741.38 1,913,025.96 33,403,629.49

Los estudios recientes en especies de agave van en funcion de la ecologia y fisiologia que guardan
estas especies, asi como en la importancia econdmica de las cuales se puede obtener alcohol para
biocombustibles (Govea-Paz et al., 2024; Ortiz et al., 2024) y bebidas, sumado a la produccion de
fibras (Garcia et al., 2022; Hulle et al., 2015), y oligofructanos (Avila-Fernéndez et al., 2007;



Mellado-Mojica et al., 2017). La extension de tales mercados ha ocasionado un incremento en el
interés de este conjunto de plantas. debido a esto, a través de los afios se han presentado diversos
programas de mejoramiento genético alrededor del mundo para desarrollar especies de agave con
caracteristicas deseadas especificas (Flores-Benitez et al., 2007; Gao et al., 2014; Garcia-Mendoza
et al., 2017; Ruvalcaba-Ruiz et al., 2012).

Desde el punto de vista agroecologico y etnobiologico los agaves se caracterizan por sus multiples
usos, mismos que varian dependiendo de la regiéon donde se encuentren (Garcia-Herrera et al.,
2010). Destaca la relacion simbidtica mutualista entre las especies de Agave L. y las poblaciones

humanas (Garcia-Mendoza et al., 2017; Gentry, 1982).

4.5. Subgéneros de Agave L.

Los antecedentes mas antiguos de la clasificacion por subgéneros para el género Agave datan de
1859, cuando Salm-Dyck describio 59 especies que divididé en cinco secciones (Salm-
Reifferscheidt, 1859). Asimismo, Berger (2006) escribié una monografia en la que describi6 274
especies y reconocid tres subgéneros: Manfreda, Littaeae y Euagave. No obstante, en las
clasificaciones que realizaban no incluian aspectos relevantes de las plantas (Gentry, 1982). Fue
hasta 1982 cuando Gentry (1982) presentd “Agaves de Norteamérica Continental”, libro que
significaria uno de los mayores aportes a la clasificacion de las especies del género y en el cual
organizo Agave L. de acuerdo a sus caracteristicas florales y vegetativas (tipo de inflorescencia y

disposicion de las flores). De este modo, reconocié dos subgéneros: Agave y Littaeae.

4.6. Codigos de Barras de ADN

- Gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI)

El término de “Cddigos de Barras de ADN” fue presentado por primera vez por el Dr. Paul Hebert
y su grupo de trabajo de la Universidad de Guelph en Ontario, Canad4, en el afio 2003 (Ramos
et al., 2012).

Los Codigos de Barras de ADN constituyen una herramienta disefiada para identificar de forma
rapida y precisa las especies a partir de una secuencia de ADN corta y estandar (Paz et al., 2011).

Esta herramienta se basa en la premisa de que esta secuencia de ADN es capaz de distinguir



individuos de una especie porque el nivel de variacién genética entre especies (interespecifica) es
mucho més grande a la que se presenta dentro de una misma especie (intraespecifica) (Chase &
Fay, 2009; Hajibabaei et al., 2007).

La metodologia de cddigos de barras de ADN se propuso inicialmente para la identificacion de
animales con el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI) (Hebert, et al., 2003; Paz
et al., 2011). Dicho gen fue el punto de partida para la creacion de un sistema de bioidentificacion
global de especies animales. De esta manera, Hebert, et al., (2003) realizaron el primer estudio de
identificacion biologica en especies del orden Lepidoptera, en el cual demostraron que el nivel de
identificacion del gen COI alcanzé el 100%. Consecuentemente, Remigio & Hebert (2003)
realizaron un experimento en gasteropodos que mostrd la utilidad de COI para identificar
molecularmente a estos organismos. En el ano 2004, en Ontario, Canada, se realizd otro
experimento que verificod la efectividad del gen COI en 260 especies de aves de Norte América
(Hebert et al., 2004).

La efectividad del gen COI para identificar y discriminar especies con precision en diferentes
grupos taxondémicos ha sido ampliamente estudiada en algas rojas (Saunders, 2005); peces (Ward
et al., 2005; Zemlak et al., 2009); aves (Kerr et al., 2007; Tavares & Baker, 2008); arafnas (Barrett
& Hebert, 2005; Tahir et al., 2019); y diversos organismos del orden de los insectos, como
lepidopteros (Hajibabaei et al., 2006; Hebert, et al., 2004), efemerdpteros (Ball et al., 2005),
dipteros (Kumar et al., 2007); anfibios (Dang et al., 2016; Xia et al., 2012); moscas (Rivera &

Currie, 2009), entre otros.

4.7. Caracteristicas de los Codigos de Barras de ADN

Para que una region del genoma pueda ser utilizada como Codigo de Barras de ADN es necesario
que esta permita distinguir entre variacion interespecifica (entre especies estrechamente
relacionadas) y variacion intraespecifica (dentro de la misma especie) (Paz et al., 2011).
Ademas, segiin Kress & Erickson (2008), una region de ADN utilizada como Cédigo de Barras
debe cumplir con tres criterios:

a) Contar con variabilidad y divergencia genética a nivel de especie.

b) Contener regiones flanqueantes conservadas para crear cebadores universales para PCR en

aplicaciones taxonomicas.



¢) Tener una longitud de secuencia relativamente corta que sea favorable para las técnicas

actuales de extraccion y amplificacion de ADN.

4.8. Codigos de Barras de ADN centrales en plantas

Los diversos estudios realizados con el gen COI resultaron ser eficientes para la identificacion
biologica de organismos del reino animal. Sin embargo, con el paso del tiempo y las
investigaciones, fue evidente que este gen no tenia la misma eficiencia en todos los grupos de
organismos.

Cuando se hace referencia a grupos de organismos como las plantas superiores y hongos, la
efectividad de identificacion biologica del gen COI resultd ser deficiente por su baja tasa de
sustitucion de nucleotidos, es decir, presentaba una tasa de evolucion muy baja (Chase et al., 2005,
2007; Chase & Fay, 2009), por lo que no fue posible utilizarlo como un Codigo de Barras de ADN
universal (CBOL Plant Working Group et al., 2009; Fazekas et al., 2008; Kress et al., 2005).
Debido a esto, fue necesario realizar mas investigacion y experimentos con la finalidad de

encontrar un locus funcional para grupos vegetales (Hollingsworth, 2011).

Diversos locus especificos para plantas han sido estudiados y propuestos, incluyendo genes
codificantes y espaciadores no codificantes plastidiales y nucleares (Figura 3) (Kress & Erickson,
2007). Hoy en dia estan establecidos dos locus centrales para el estudio de estos organismos:
“rbcL” (ribulosa-1.5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa) y “matK” (maturasa K). rbcL es el gen
mejor caracterizado; ademads, la universalidad de los cebadores que amplifican esta region facilita
su uso y por consiguiente permite una adecuada recuperabilidad de secuencias bidireccionales de
alta calidad. Por otro lado, matK es uno de los locus codificantes plastidiales que evolucionan mas
rapido, por lo que permite obtener niveles mas altos de discriminacion de especies (CBOL Plant

Working Group et al., 2009).
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Figura 3. Locus comunmente utilizados como Codigos de Barras de ADN y su rango de identificacion taxonomica.
Imagen modificada de Zhu et al., (2022).

rbcLL

En 2005, Kress et al., (2005) realizaron un experimento que sugirid el uso de multiples regiones
de ADN que podrian ser utilizadas como Codigos de Barras en plantas: el espaciador transcrito
interno (ITS) y el espaciador intergénico plastidial trnH-psbA, demostrando su potencial uso como
Codigos de Barras en plantas con eficiencia de identificacion a nivel de género. Gracias a esta
investigacion, Rubinoff et al., (2006) propusieron que la combinacién de estas dos regiones de
ADN plastidial podia ser el mejor candidato posible para su uso como Codigo de Barras de ADN
en plantas.

En el transcurso del mismo afio, Chase et al., (2005) realizaron un experimento en plantas del
género Moraea 'y Protea para evaluar la capacidad real de discriminacion biologica entre especies
de los marcadores mas utilizados en esos tiempos: rbcL y el espaciador transcrito interno de las
subunidades del ADN ribosomal nuclear (ITS), demostrando que ambas regiones se desempefian
eficientemente como Codigos de Barras de ADN.

Un afo después, Newmaster et al., (2006) realizaron una investigacion en la que analizaron 10,300
secuencias de rbcL de diferentes grupos de especies publicadas en el GenBank, con lo cual
demostraron que este locus era capaz de discriminar a nivel de especie, pero solo en algunos grupos
especificos, mientras que en otros grupos su capacidad de discriminacion resultd ser deficiente.
Asi determinaron que podia ser utilizado como base en un enfoque multigénico y escalonado para
los Codigos de Barras de ADN de las plantas terrestres, es decir, como un enfoque que incluyera

regiones codificantes, asi como no codificantes. Siguiendo el hilo de esta investigacion, Shaw
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et al., (2007) concluyeron que podian existir regiones del genoma del cloroplasto que no se habian
utilizado y que probablemente presentarian niveles de variabilidad mayores a los reportados hasta
el momento. Por esto, presentaron una nueva investigacion en donde realizaron un estudio de la
variabilidad de diversas regiones no exploradas, comparando tres pares de secuencias de genomas
del cloroplasto en tres diferentes linajes de angiospermas: Astéridas (Atropa vs. Nicotiana);,
Rosidae (Lotus vs. Medicago); y Monocotiledoneas (Saccharum vs. Oryza), concluyendo que
nueve regiones no exploradas anteriormente mostraron mejores niveles de variabilidad (caracteres
informativos) (rpl32-trnL, trnQ-5’-rpsi6, 3‘trnV-ndhC, ndhF-rpl32, psbD-trnT, psbJ-petA,
3'rps16-5 trnK, atpl-atpH, y petL-psbE).

Chase et al., (2007) propusieron dos opciones de tres regiones en combinacion de varias regiones
del genoma plastidial: a) rpoCI, rpoB y matK; y b) rpoC1, matK y psbA-trnH. Demostraron que
la primera combinacién de regiones (a) mostraba un nivel de discriminacion mucho mayor de
especies, no asi con la segunda combinacion (b). Sin embargo, esta poseia caracteristicas
favorables para la obtencion de buenos resultados de distancias evolutivas, por lo que también fue
presentada como una combinacion viable.

Por su parte, CBOL Plant Working Group etal.,, (2009) realizaron una evaluacion del
funcionamiento de las diferentes regiones de ADN plastidial reportadas hasta ese momento (el
espaciador atpF-atpH, el gen matK, el gen rbcL, el gen rpoB, el gen rpoCl, el espaciador psbK-
psbl y el espaciador trnH-psbA) para resumir y proveer a la comunidad con una recomendacion
veridica sobre cual locus funcionaba mejor como Codigo de Barras. La conclusion, basada en la
recuperabilidad, calidad de las secuencias y los niveles de discriminacion entre especies, determin6
que la mejor combinacidn de locus era rbcl + matK.

De este modo, en el afio 2011, Kesanahurti et al., (2011) realizaron un estudio dirigido a comprobar
la efectividad de rbcL para discriminar especies a partir de tejidos de la raiz de distintas especies.
Este locus tuvo una efectividad del 96% en la amplificacion de las muestras. Ademas, la
identificacion de especies también fue exitosa (cerca del 85%), ya que se alcanzaron

discriminaciones a nivel de familia, género e incluso a nivel de especie.

A pesar de la existencia de los locus establecidos, con los afios se han realizado investigaciones
centradas en locus diferentes que han presentado resultados utiles, pero que no son consideradas

universalmente ya que no cumplen con los criterios establecidos para un Coédigo de Barras, tales
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como la recuperabilidad del locus con solo un par de cebadores; la posibilidad de obtener una
secuencia bidireccional con poco requerimiento, y; que provea la maxima discriminacion entre

especies (CBOL Plant Working Group et al., 2009).

4.9. Gen rbcL

El gen rbcL se ubica en el cloroplasto y posee una importancia vital para la vida en la Tierra, ya
que forma parte de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa o “RuBisCo”, la cual
desempefia un rol central en la asimilacion de CO2 en todos los organismos fotosintéticos (Figura
4) (Parry et al., 2013; Pottier et al., 2018).

La RuBisCo es una holoenzima compuesta por dos subunidades: la subunidad grande (LSU, “large
subunit”) y la subunidad pequefia (SSU, “small subunit”); cada una codificada por un gen diferente
(rbcL y rbcS, respectivamente) (Berry et al., 2016; Patel & Berry, 2008). La subunidad grande
(LSU) destaca porque es responsable de la actividad catalitica de la enzima, ademas, su eficiencia
y especificidad estan altamente influenciadas por la disposicion de aminoacidos de la misma,
dictada por la secuencia de nucleotidos de rbcL. Debido a esto, su secuencia ha sido ampliamente
estudiada ya que cualquier variacion, por minima que sea, puede afectar la funcion de RuBisCo y
la eficiencia fotosintética de la planta. Con esto se deduce que cualquier variabilidad genética que
pueda presentarse es resultado de procesos evolutivos relacionados al hébitat, clima, entre otras
condiciones a los que se han sometido las plantas a través de millones de afios (Biology Insights
Team, 2024).

El uso de rbcL es una alternativa viable para estudios de relaciones filogenéticas en niveles
taxondmicos superiores por la baja tasa de sustitucion de nucledtidos que presenta (poder
discriminatorio moderado) (Hasebe et al., 1994; Hollingsworth, 2011). Al ser un gen ubicado en
el genoma del cloroplasto, su naturaleza conservadora permite que las diferentes tasas de cambio
de nucleotidos hagan que diferentes partes del genoma sean apropiadas para diferentes niveles de

comparacion (Raubeson & Jansen, 2005).
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Figura 4. Estructura de la proteina RuBisCo y su funcién en el proceso de fotosintesis. Esquema creado a partir de
imagenes modificadas de Amritkar et al., (2024) y Bracher et al., (2017).

4.10. Codigos de Barras de ADN en Asparagaceas

En el caso especifico especifico de las asparagéceas, el uso de los Codigos de Barras de ADN ha
sido aplicado a través de los afos con diferentes propositos (Figura 5). Segin Garcia-Mendoza
et al., (2017), “la caracterizacion molecular y el conocimiento de los genomas de las Asparagaceas
permitirdn conocer las funciones codificadas por sus genomas y deducir sus relaciones de
parentesco, esto es, una clasificacion taxondémica mas exacta. Estos conocimientos facilitaran la
identificacion de los parientes silvestres de los agaves cultivados, la caracterizacion de variedades,
la identificacion de genes asociados a adaptaciones locales, de fragmentos de plantas, de productos

biotecnoldgicos novedosos, de enzimas, etc.”
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Figura 5. Flujo de trabajo para la técnica de Codigo de Barras. Imagen creada en https://BioRender.com

Uno de los antecedentes mas antiguos sobre el uso de marcadores moleculares para construir las
relaciones filogenéticas de la familia Asparagaceae fue la investigacion realizada por Eguiarte
(1995), quien analizo la ubicacion de la familia (reportada como “Agavaceae”) dentro de las
monocotiledoneas, asi como la relacion filogenética con otros géneros emparentados con la
familia. Asimismo, realiz6 la estimacion de un reloj molecular para tener una idea del origen de la
familia y cuando se separd de los grupos con los que se relacionaba. Eguiarte realizé un analisis
de méaxima verosimilitud, considerado el mas poderoso para la reconstruccion filogenética en ese
momento, esto le permitié mostrar las relaciones entre las diferentes Agavaceas. Por otro lado, el
reloj molecular arroj6 un tiempo promedio para el origen de la familia cercano a los 14 millones
de afios y una separacion de las Nolinaceae hace aproximadamente 47 millones de afios.

A su vez, Bogler et al., (2006) presentaron una investigacion similar en la que mostraron que la
combinacion de los locus ndhF, rbcL e ITS resultaba en una discriminacion filogenética mas
acertada para las especies dentro de la familia Asparagaceae. Ademas, sugirieron que la adicion de
mas secuencias y taxones pudo haber mejorado la resolucion y estabilidad de las relaciones

presentadas en su estudio.
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Mas tarde, Good-Avila et al., (2006) analizaron un nimero mayor de secuencias de Agave de los
locus rbcl y trnl + trnL-trnF, y concluyeron que el surgimiento de Agave sensu lato (incluidos
Polianthes, Manfreda y Prochnyanthes) fue hace 7.9 — 9.8 millones de afos, esto sugirié que el
origen del género era mucho mas joven que el surgimiento del orden Asparagales, el cual oscild
entre 60 — 69 millones de afos atrés.

En 2012, Rai et al., (2012) presentaron una investigacion en donde realizaron la identificacion
taxonémica de dos especies de la familia de las Asparagaceas (Asparagus gonoclados y Asparagus
racemosus), y dos especies de la familia Asclepiadaceae (Decalepis hamiltonii y Hemidesmus
indicus). El objetivo de la investigacion fue explorar la utilidad de los Codigos de Barras de ADN
para evaluar las variaciones especificas entre las especies de cada familia, asi como las
divergencias especificas dentro de las especies de la misma familia. Asi pues, mostraron que el
locus ITS2 funcionaba correctamente como identificador en las especies de la familia
Asclepiadaceae, no asi con las especies de la familia Asparagaceae, lo cual sugirid que, para las
especies de esta familia, el locus ITS2 no funcionaria como un marcador efectivo.

Meses después en la Universidad de Arkansas se present6 un estudio que evalu6 la utilidad de los
locus matK y rbcL, establecidos por el CBOL Plant Working Group et al., (2009), para esclarecer
las relaciones taxondmicas de especies del género Manfreda. Sin embargo, se establecio que el
desempefio de dichos locus fue insuficiente para inferir una filogenia significativa en especies del
género. Asimismo, se propuso el uso de ITS como coédigo de barras para la identificacion de
hibridos intergenéricos de Agave L., Manfreda y Polianthes, demostrando su ineficacia para
utilizarse como Cddigo de Barras en dichas plantas (Ritchie, 2012).

En 2015 se llevo a cabo una investigacion dirigida a evaluar la capacidad de dos locus ampliamente
utilizados como Cdédigos de Barras (rbcL y matK) para discriminar e identificar dos especies del
género Dasylirion (D. cedrosanum y D. berlandieri). Los resultados mostraron que ambos locus
son de utilidad, sin embargo, se enfatizo que el locus matK fue més preciso en la discriminacién
(Jauregui, 2015). Similarmente, Orozco-Sifuentes (2019) desarrolld un experimento en el que
utilizo los locus matK y rbcL para caracterizar, identificar y construir arboles filogenéticos de
especies del género Dasylirion.

En 2016, McKain et al., (2016) utilizaron genomas completos del cloroplasto de 20 especies de
Yucca y de géneros estrechamente relacionados para investigar las relaciones evolutivas entre estas

especies.
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Estudios filogenéticos mas recientes muestran la gran utilidad de los Cédigos de Barras de ADN
en especies del género Agave L. En 2020, Jiménez-Barron et al., (2020) realizaron un analisis
filogenético de 107 secuencias del género Agave L. para reconstruir las relaciones filogenéticas
del género (Figura 6). También demostraron que el locus ITS sobresalid por proveer con
resoluciones mayores y mejores valores de soporte. Sumado a lo anterior, también se han
presentado resultados favorables en la discriminacion entre especies del género Agave y Dasylirion

con el uso de los locus rbcL y matK (Marquez, 2022; Ortiz-Covarrubias et al., 2022).
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Figura 6. Filogenia molecular del género Agave L. y otros taxones a partir de ITS como marcador segun Jiménez-
Barron et al., (2020). Imagen de Eguiarte et al., (2021).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Colecta de material vegetal en campo

La colecta de material vegetal se realiz6 en las instalaciones del Jardin Botanico “Gustavo Aguirre
Benavidez” de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), debido a que alberga
gran diversidad de especies del género Agave. En dicho jardin se colectaron 12 especies, las cuales
se enlistan a continuacion: Agave angustifolia, Agave tequilana, Agave americana L., Agave
salmiana, Agave americana var. marginata, Agave ovatifolia, Agave garciae-mendozae, Agave
bracteosa, Agave striata, Agave lechuguilla, Agave mitis y Agave parrasana. La especie Agave
obscura se colect6 del Parque Ecoldgico “El Chapulin”, ubicado en Saltillo, Coahuila, México.

Se eligieron hojas sanas y se tom6 un fragmento de aproximadamente 3 x 3 cm, los cuales se
colocaron en un tubo de plastico de 15 ml que contenia 5 ml de alcohol al 96% para su conservacion

y analisis posteriores.

5.2. Extraccion de ADN gendémico

La extraccion de ADN genomico se realizé siguiendo la metodologia establecida en el protocolo
de extraccion de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) “modificado”, propuesto por Sharma
et al., (2003), el cual se describe a continuacion:

Se tomo un fragmento de 1 x 1 centimetros (cm) del tejido vegetal colectado y con la ayuda de un
mortero se realizo la molienda agregando 100 microlitros (nl) de CTAB a temperatura ambiente
hasta obtener un producto fino y homogéneo. Posteriormente, la mezcla obtenida se transfirié a un
microtubo de 1.5 mililitros (ml) con ayuda de una espatula y se adicionaron 600 pl de CTAB a
temperatura ambiente. Seguido a esto, la mezcla se incubd a 60° centigrados (°C) /50 revoluciones
por minuto (rpm)/30 minutos en un incumix ThermoMixer (Select Bioproducts, México). Una vez
cumplido el tiempo de incubacién se anadieron 0.6 volumenes de la solucion cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y se mezclo por inmersion durante 15 min. Después se centrifugé a 14000 rpm/10
min con la ayuda de una microcentrifuga (Spectrafue 16M, Labnet International, USA).
Cuidadosamente se transfirieron 300 — 400 pl de la fase acuosa resultante a un microtubo de 1.5

ml y se afiadieron dos volumenes de alcohol absoluto con el objetivo de precipitar el ADN. A
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continuacion, se centrifugd nuevamente a 14000 rpm/5 min para sedimentar el ADN.
Posteriormente, se decant6 el sobrenadante cuidando la pastilla obtenida. Por ultimo, se realizaron
dos lavados utilizando etanol al 70% (400 pl y 300 pl respectivamente) y centrifugando a 14000
rpm/ 5 min entre cada lavado. Finalmente, la pastilla se resuspendi6é en 100 pl de agua libre de

nucleasas y se guard6 a -20°C para analisis posteriores.

Nota: en algunos casos, las alicuotas de ADN resultantes se incubaron durante 15 min a 65°C/50
rpm y se agitaron con vortex por dos minutos con el objetivo de obtener una alicuota totalmente

homogénea para los andlisis posteriores.

5.3. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Para comprobar la calidad y la concentracion del ADN extraido se utiliz6 la técnica de
electroforesis en gel de agarosa, utilizando un gel al 0.8% a 90 voltios, durante 1:40 h, para la
carga de muestras se utilizaron 3 pl de ADN + 1.5 ul de buffer de carga (5x Green GoTaq Buffer
+ Diamond Nuclei Acid Dye, ambos de Promega™). El gel resultante se visualiz6 mediante el

Sistema de Documentacion Gel Axygen (Axygen GD-1000, USA).

5.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para llevar a cabo la amplificacion de la region rbel se utilizo el estuche comercial GoTaq Green
Master Mix, 2X™ (Promega, USA), seglin las especificaciones del fabricante.

La metodologia para la amplificacion del ADN consistid en la preparacion de una mezcla de
componentes con un volumen total de 25 ul para cada una de las 13 muestras analizadas (Tabla 2
y Tabla 3).

La verificacion de los productos de PCR (amplicones) obtenidos se realizO mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 90 voltios durante 1:40 h, y se utilizé el marcador de
peso molecular 100 pb (Axygen, USA). Para la carga de muestras se mezclaron 4 pul de ADN + 2
ul de buffer de carga. El gel se visualizdo mediante el Sistema de Documentacion Gel Axygen

(Axygen GD-1000, USA).

18



Tabla 2. Volumenes y concentraciones de los componentes utilizados para la PCR (GoTaq Green Master Mix,

Promega™).
Componente Volumen Concentracién final
GoTaq Green Master Mix, 2X™ 12.5 ul
Cebador F (inicial) 1 ul 0.1-1.0 uM
Cebador R (reverso) 1 ul 0.1-1.0uM
ADN templado 1l <250 ng
Agua ultra pura estéril 9ul N.A.

Tabla 3. Cebador rbcL y programa de PCR utilizado para la amplificacion de ADN.

Fragmento Cebadores (5°—3’) Programa de PCR
rbeL-F:
ATGTCACCACAAACAGAGACTA 94 °C, 5 min; 35 x (94 °C, 30's; 50
rbcL AAGC °C,405; 72 °C,405s); 72 °C, 10
rbeL-R: min; o4 °C
GTAAAATCAAGTCCACCRCG

5.5. Secuenciacion

Referencia

(Kress et al.,
2009)

Para la secuenciacion de los productos de PCR se enviaron 300 ng de cada amplicon y 20 pl de

cebador F (inicial) al servicio de secuenciacion en el Laboratorio Nacional de Genomica para la

Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAYV, Irapuato, México.

5.6. Analisis bioinformatico

Para el analisis y la edicion de los electroferogramas obtenidos se utilizaron los programas

bioinformaticos MEGA X (Tamura et al., 2021), Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012) y

SnapGene Software (www.snapgene.com).
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5.6.1. Edicion de electroferogramas

Para realizar la edicion de las secuencias generadas en esta investigacion (secuencias de consulta)
se analizo la calidad de las mismas con base en el concepto de las curvas de fluorescencia que
constituyen un electroferograma. Una vez determinada la calidad, se realizaron los cortes de ambos
extremos de todas las secuencias, esto con el objetivo de eliminar las bases de baja calidad no

reconocidas claramente. Asi se determind una region de 6ptima calidad para analisis posteriores.

5.6.2. Descarga de secuencias de referencia

Las secuencias de referencia de especies del género Agave se recopilaron de dos bases de datos:

BOLD Systems (Barcode of Life Data System) (https://v4.boldsystems.org/), la cual es una

plataforma encargada de almacenar y analizar datos basados en la identificacion de especies a
través de secuencias de ADN y; NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), repositorio que proporciona acceso a un gran conjunto de

recursos computacionales que permiten el conocimiento de diversos sistemas biologicos (NCBI,
2013).

De cada plataforma se analizaron y seleccionaron 10 secuencias correspondientes al locus rbcL
contemplando que tuvieran una cantidad de nucle6tidos cercana (= 100 pares de bases) a las
secuencias de consulta y que no presentaran bases ambiguas (N). Posteriormente se descargaron
en formato FASTA con el objetivo de realizar un alineamiento con las secuencias de consulta. Cabe
resaltar que estas secuencias fueron utilizadas uUnicamente para realizar un alineamiento

comparativo y no se incluyeron en analisis posteriores.

5.6.3. Creacion de biblioteca con secuencias de consulta
Un total de 12 secuencias de consulta previamente editadas correspondientes a 12 especies del

género Agave L. constituyeron un nuevo archivo en formato FASTA, el cual correspondi6 a la

biblioteca de datos generada en este trabajo.
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5.6.4. Alineamiento de secuencias

El alineamiento de secuencias multiples es considerado como una de las herramientas mas utiles
en la biologia molecular ya que representa de forma compacta los caracteres conservados o
variables dentro de los organismos de una misma familia o grupo de secuencias (Gotoh, 1999).
Para realizar el alineamiento de las secuencias de referencia y las secuencias de consulta se utilizo
la herramienta de “Clustal W” del programa MEGA X (Tamura et al., 2021).

Se realizaron dos alineamientos: uno creado con las secuencias de consulta junto con las secuencias
de referencia para comparar las secuencias obtenidas en este estudio con otras secuencias

reportadas para especies de Agave L. y; otro alineamiento con las secuencias de consulta.

5.6.5. Evaluacion de la calidad de las secuencias

La evaluacion de la calidad de las 12 secuencias se realizo en el programa MEGA X (Tamura et al.,
2021) a partir de la biblioteca de datos creada en formato FASTA que contenia las secuencias de
consulta alineadas y editadas.

Con ayuda de la herramienta “Exploracion de datos de secuencia” se obtuvieron los siguientes
parametros: sitios conservados (C), aquellos nucledtidos que no varian dentro del grupo de
secuencias, es decir, que no han sufrido cambios a través del tiempo y, por lo tanto, no cambian en
su arbol filogenético, y; sitios variables (V), aquellos nucledtidos que difieren respecto a los
nucledtidos de las demas secuencias, lo cual indica una variacion a través de la evolucion y el
tiempo y como resultado se obtiene un arbol filogenético con diferencias. Finalmente se buscaron

los sitios informativos/indels (Pi).

5.6.6. BLAST

El BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es una herramienta bioinformatica que permite
la comparacion de secuencias de manera rapida y sencilla en bases de datos y, a su vez, permite
encontrar similitudes entre estas para relacionar taxonomicamente las especies (Kerfeld & Scott,

2011).
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En este trabajo, se utilizd esta herramienta para evaluar el poder de identificacion del marcador
rbcL. Para esto se realizaron dos protocolos de comparacion: el primero se realizo con la ayuda de
la herramienta “BLASTn”, del Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI, 2024),
tomando en cuenta aciertos maximos de 98 — 100% con una especie o género; el segundo se realizd
con la herramienta de identificacion BOLD (IDS) de BOLD Systems, que es una herramienta de
identificacion para codigos de barras de plantas que acepta secuencias de los genes rbcL, matK e

ITS (Ratnasingham et al., 2024).

5.6.7. Construccion del dendrograma

Con ayuda del programa MEGA X (Tamura et al., 2021), las secuencias de consulta se utilizaron
para construir un dendrograma basado en el método de 2 parametros de Kimura (K2P) (Kimura,
1980) eliminando las posiciones ambiguas para cada secuencia. Las especies que formaron clados
monofiléticos se consideraron identificadas con éxito. El dendrograma fue utilizado para verificar

la monofilia de las especies y no para establecer un analisis filogenético.
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6. RESULTADOS

6.1. Colecta de material vegetal en campo

Se llevo a cabo exitosamente la colecta de material vegetal de 12 especies del género Agave L.
(Figura 7) en el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre Benavidez” de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, ubicada en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México. Mientras que la especie

Love b

Agave obscura se colecto en el Parque Ecologico “El Chapulin” situado en la misma ciudad.

Figura 7. Especies de Agave L. muestreadas en el Jardin Botanico "Gustavo Aguirre Benavidez". 1) Agave salmiana,
2) Agave striata, 3) Agave lechuguilla, 4) Agave parrasana, 5) Agave bracteosa, 6) Agave americana var. marginata.
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6.2. Extraccion de ADN genomico

El protocolo de extraccion de ADN utilizado permitié obtener ADN gendmico de buena calidad
en el 50% (aproximadamente) de las muestras vegetales analizadas. Cabe mencionar que se
realizaron extracciones por duplicado para cada especie, lo cual permitié contar con al menos una
muestra de ADN gendmico por especie y agilizar analisis posteriores. En los casos especificos de
las especies Agave americana var. marginata y Agave obscura se requirid realizar un mayor
nimero de extracciones (6 y 3 respectivamente) ya que fue mas complicado obtener ADN
genodmico de calidad en las primeras dos extracciones.

La Figura 8 muestra las bandas de ADN gendmico del total de extracciones realizadas en este
trabajo. Si bien, algunos carriles no presentan una banda visible de ADN, todas las alicuotas fueron

probadas posteriormente para comprobar la calidad del ADN extraido.

Figura 8. ADN gendmico de especies de Agave. a) Carril 1 y 13: Agave angustifolia; carril 2 'y 14: Agave tequilana;
carril 3y 15: Agave americana L.; carril 4 y 16: Agave salmiana; carril 5y 17: Agave americana var. marginata; carril
6 y 18: Agave ovatifolia; carril 7y 19: Agave garciae-mendozae; carril 8 y 20: Agave bracteosa; carril 9y 21: Agave
striata; carril 10 y 22: Agave lechuguilla; carril 11 y 23: Agave mitis; carril 12 y 24: Agave parrasana. b) Carril 25,
26y 27: Agave obscura.
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6.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El anélisis de PCR se realizo para todas las alicuotas de ADN gendmico generadas. Sin embargo,
unicamente fueron enviadas a secuenciacion aquellas que generaron un amplicon de PCR de buena
calidad. La Tabla 4 muestra los datos de las alicuotas utilizadas para lograr la obtencidn exitosa
de productos de PCR. Asimismo, se presenta la Figura 9 que muestra la generacion de amplicones
correspondientes al fragmento rbcL de las 13 especies analizadas. El tamafio del amplicon oscilo

entre los 500 — 600 pb.

Tabla 4. Alicuotas de ADN genémico utilizadas para generar los productos de PCR.

Especie Dilucion Nimero de extraccion
Agave angustifolia 1:10 1?
Agave tequilana 1:10 1?
Agave americana L. 1:20 1*
Agave salmiana 1:20 1?
Agave americana var. marginata 1:10 6"
Agave ovatifolia 1:20 2%
Agave garciae-mendozae 1:20 1?
Agave bracteosa 1:10 28
Agave striata 1:20 28
Agave lechuguilla 1:10 1?
Agave mitis 1:10 1*
Agave parrasana 1:10 1*
Agave obscura 1:10 3
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Figura 9. Productos de PCR obtenidos con el marcador rbcL. Carril 1: Agave angustifolia; carril 2: Agave tequilana;
carril 3: Agave americana L.; carril 4: Agave salmiana; carril 5: Agave americana var. marginata; carril 6: Agave
ovatifolia; carril 7: Agave garciae-mendozae; carril 8: Marcador de peso molecular; carril 9: Agave bracteosa; carril
10: Agave striata; carril 11: Agave lechuguilla; carril 12: Agave mitis; carril 13: Agave parrasana; carril 14: Agave
obscura.

6.4. Analisis bioinformaticos

De acuerdo con los resultados de la secuenciacion, se obtuvo una recuperabilidad de secuencias
del 92.3%, correspondiente a un total de 12 secuencias de buena calidad. Las Figuras 10, 11 y 12
muestran algunos ejemplos de secuencias de alta calidad. Por otro lado, las curvas de fluorescencia
del electroferograma de la especie Agave lechuguilla mostrd picos poco definidos, lo cual es
indicativo de una secuenciacion de baja calidad, por ello dicha especie no fue incluida en analisis

posteriores (Figura 13).
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Figura 10. Electroferograma de Agave bracteosa.
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Figura 11. Electroferograma de Agave americana var. marginata.

Ty ORI R YR IR AN

Figura 12. Electroferograma de Agave tequilana.
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Figura 13. Electroferograma de Agave lechuguilla.

6.4.1. Corte de extremos

Con la finalidad de mantener las secuencias de nucledtidos bien determinadas y homogéneas se
procedid a realizar el corte de los extremos 5’ y 3’ (Figura 14 y 15 respectivamente). Una vez
realizados los cortes, la longitud de las secuencias oscild entre los 500 — 525 pb, lo cual

corresponde con el rango del marcador utilizado.
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Figura 14. Extremo 5' del electroferograma de Agave americana L.
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Figura 15. Extremo 3' del electroferograma de Agave americana L.

6.4.2. Creacion de bibliotecas (referencia y consulta) y alineamiento de secuencias

Se descargaron un total de 20 secuencias de referencia del género Agave correspondientes al locus
rbeL de los repositorios BOLD Systems y NCBI (Tabla 5 y 6). Se creé un archivo FASTA que
contenia las secuencias de referencia y las secuencias de consulta previamente editadas, el cual
sirvid para realizar un alineamiento multiple comparativo. La Figura 16 muestra una region
alineada homogénea del grupo de secuencias analizadas, esto demuestra que las secuencias de
consulta se alinean de manera consistente con secuencias de Agave reportadas en ambas bases de
datos. También se presenta una region del alineamiento de las secuencias de consulta en donde se

observan algunos sitios variables entre especies (Figura 17).

Tabla 5. Secuencias de referencia obtenidas del repositorio BOLD Systems.

Identificador (BOLD Systems) Marcador Especie
GENG1180-15 rbeL Agave sp.
GENGI1819-17 rbeL Agave americana var. marginata
GENG1821-17 rbeL Agave americana

GENG281-14 rbeL Agave
MHPAC1941-12 rbcL Agave wercklei
MHPAF1657-11 rbcL Agave angustifolia

SDH2150-14 rbcL Agave americana

SDH2889-15 rbcL Agave deserti deserti

SDH2152-14 rbeL Agave shawii var. shawii

SAFH2516-11 rbeL Agave sp.

29



Tabla 6. Secuencias de referencia obtenidas de la base de datos del NCBI.

Identificador (NCBI) Marcador Especie

NC 032696.1 rbcL Agave attenuata
NC 059876.1 rbcL Agave angustifolia
NC 059875.1 rbcL Agave sisalana
NC_059874.1 rbeL Agave fourcrydes
NC _058311.1 rbcL Agave amaniensis
NC_045534.1 rbeL Agave hybrid cultivar
NC_032053.1 rbcL Agave americana
NC 032707.1 rbcL Manfreda virginica
NC 072313.1 rbcL Agave durangensis
NC 070107.1 rbecL Agave cantula
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Figura 16. Region del alineamiento con secuencias de consulta y secuencias de referencia de ambas bases de datos.

Figura 17. Region del alineamiento de las secuencias de consulta.



6.4.3. Analisis de las propiedades de las secuencias de consulta

El anélisis de la calidad de las secuencias obtenidas emiti6 resultados precisos. La longitud de las
secuencias fluctuo entre los 571 — 576 pb, mientras que la longitud de las secuencias alineadas se
mantuvo en los 500 pb. Ademas, se obtuvieron 496 sitios conservados (C) y cuatro sitios variables

(V) (Figuras 18 y 19 respectivamente), sin embargo, no hubo deteccion de sitios informativos.
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Figura 18. Sitios conservados derivados de la alineacion de secuencias de consulta.
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Figura 19. Sitios variables observados en la alineacion de secuencias de consulta.
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6.4.4. Analisis BLAST

Con ayuda de las bases de datos NCBI y BOLD Systems se realizo un andlisis BLAST
correspondiente para cada secuencia de consulta. Los resultados arrojaron un 100% de
identificaciones ambiguas utilizando la base de datos del NCBI (Tabla 7). Por su parte, la
herramienta de identificacion de BOLD Systems logrdé obtener una identificacién a nivel de

especie (Agave bracteosa) (Tabla 8).

Tabla 7. BLAST en NCBI.

Identificacion
Nombre
Especie Género Ambigua
Agave angustifolia % x v
Agave tequilana x x v
Agave americana L. x x v
Agave salmiana % x v
Agave americana var. marginata x X v
Agave ovatifolia x X v
Agave garciae-mendozae x X v
Agave bracteosa x x v
Agave striata x X v
Agave mitis x x v
Agave parrasana x x v
Agave obscura x X v
Tabla 8. BLAST en BOLD Systems.
Identificacion
Nombre
Especie Género Ambigua
Agave angustifolia x x v
Agave tequilana x x v
Agave americana L. x X v
Agave salmiana x x v
Agave americana var. marginata x X v
Agave ovatifolia x x v
Agave garciae-mendozae x x v
Agave bracteosa v x x
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Agave striata X x v
Agave mitis x X v
Agave parrasana x x v
Agave obscura x x v

6.4.5. Construccion del dendrograma

El dendrograma obtenido muestra la division de las 12 especies analizadas en tres clados
monofiléticos bien definidos, con lo cual se puede deducir la estrecha relacion entre las especies
de cada clado (Figura 20). Asimismo, se aprecia la ramificacion inicial de la especie Agave
bracteosa a partir del nodo basal del arbol, lo que indica su probable ancestralidad.
Adicionalmente, la clasificacion morfoldgica de subgéneros propuesta por Gentry (1982) no esta
totalmente clara en este estudio basado en la caracterizacién molecular, debido a que no se observa
la formacion de ninguna agrupacion homogénea de acuerdo con la literatura.

Por otro lado, se observa una “subdivision” de especies del subgénero Agave y del subgénero
Littaeae dentro de los clados. Por ejemplo, se aprecia la cercania en el arbol entre Agave striata'y
Agave mitis, que comparten un mismo ancestro comun lo que infiere su estrecha relacion evolutiva.
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Figura 20. Dendrograma generado con secuencias de Agave obtenidas con el marcador rbcL.
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7. DISCUSION

La invencion de la técnica de “Codigos de Barras de ADN” ha revolucionado el mundo de la
clasificacion biologica, taxondmica y del conocimiento de la biodiversidad ya que brinda un
método confiable y rapido para la identificacion de diferentes organismos (Letsiou et al., 2024;
Mampang etal.,, 2023). La idea detrds de esta metodologia es establecer una secuencia
estandarizada de ADN que pueda ser facilmente aislada y caracterizada en diferentes especies
(Hebert, etal., 2003; Kress & Erickson, 2012; Li etal., 2015; Savolainen etal., 2005).
Actualmente, existen locus estandarizados para diferentes organismos: COI para animales, rbcL y
matK para plantas (Coissac et al., 2016).

La aplicacion de esta herramienta en especies de la familia Asparagaceae se ha realizado a través
de los afos con propositos distintos, siendo la clasificacion e identificacion taxondémica una
finalidad principal (Bogler et al., 2006; Bogler & Simpson, 1995; Eguiarte et al., 1994, 2000, 2021;
Jiménez-Barron et al., 2020). Dentro de esta familia, el género Agave L. es un conjunto de especies
extenso que compone la flora mexicana (Eguiarte et al., 2013; Garcia-Mendoza et al., 2019).
Ademas, conforma uno de los grupos de plantas mas importantes desde el punto de vista cultural
y econdémico, pues han sido aprovechados por el hombre durante un largo periodo de tiempo
(Garcia-Mendoza et al., 2017).

A pesar de esto, los agaves se encuentran pobremente caracterizadas dado que su identificacion se
basa principalmente en la morfologia (primordialmente caracteres de la roseta, hojas, flor o
inflorescencias), sin embargo, al ser plantas perennes puede resultar dificil e incluso imposible la
identificacion de especies sin la presencia de dichos caracteres efimeros (flores e inflorescencia)
(Garcia-Mendoza et al., 2017; Gentry, 2004). Por ello, la implementacion de técnicas moleculares
como los Cddigos de Barras de ADN se ha convertido en una herramienta de gran utilidad para la

clasificacion taxondmica y el entendimiento de las relaciones filogenéticas del género.

7.1. Extraccion y amplificacion de ADN gendomico

El método de extraccion de ADN utilizado fue elegido con base en reportes de resultados positivos
de extraccion en asparagaceas y otros grupos de plantas (Bogler & Simpson, 1995, 1996; Porebski

et al., 1997). Sin embargo, algunas muestras de agaves analizadas presentaron dificultades durante
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el proceso de extraccion, por lo que la obtencion de ADN fue del 50% del total de muestras. A
pesar de ello, la extraccion por duplicado de cada especie asegurd la obtencion exitosa de por lo
menos una muestra de ADN con la calidad 6ptima para andlisis subsecuentes. Segun Keb-Llanes
et al., (2002), el aislamiento de ADN de agaves es compleja por la alta presencia de fibras,
polisacaridos, fenoles y otros compuestos organicos que pueden actuar como inhibidores. De igual
forma, Varma et al., (2007) mencionan que los procesos de lisis fisica para la obtencion de ADN
en especies con paredes celulares rigidas se vuelven menos efectivos porque la fuerza fisica
necesaria para romper las paredes celulares es suficiente para romper el ADN de alto peso
molecular. Por otro lado, la exitosa amplificacion del marcador rbcL en todas las especies de agave
analizadas y la alta recuperabilidad de secuencias (92.3%) son resultados esperados para dicho
marcador. Los cebadores utilizados en este trabajo fueron implementados por Kress et al., (2009),
quienes utilizaron un conjunto de tres locus aplicados en 296 especies de arboles lefiosos, arbustos
y palmeras, para reconstruir relaciones evolutivas entre ellas, demostrando un éxito de
amplificacion y secuenciacion del 93% con el marcador rbcL. Adicionalmente, Kress et al., (2010)
utilizaron los mismos cebadores en 143 especies de plantas lefiosas de Puerto Rico para generar
comunidades filogenéticas moleculares, obteniendo altos porcentajes de amplificacion (90.3%)
con una recuperabilidad de secuencias del 90.2%. Con esto se aprecia la universalidad de dichos
cebadores para la amplificacion de ADN en distintos grupos de plantas.

La tasa de recuperabilidad de secuencias en este estudio fue cercana a un 100%. Multiples
publicaciones muestran que la tasa de recuperabilidad de secuencias para este locus es muy
variable de acuerdo con el taxon analizado. Kesanahurti et al., (2011) llevaron a cabo un estudio
de identificacion de especies distribuidas en Ontario, Canadé utilizando el marcador »bcL, con una
recuperabilidad de secuencias del 84.6%. Del mismo modo, en otro estudio realizado en 436
especies de plantas ubicadas en la Reserva Cientifica Koffler (Koffler Scientific Reserve), Burgess
et al., (2011) alcanzaron una recuperabilidad de secuencias para rbcL del 91.4%. Mientras que,
Thakur et al., (2016) realizaron la caracterizacion molecular de especies de Mentha utilizando el

mismo locus, obteniendo un 100% de recuperabilidad de secuencias.
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7.2. Propiedades de las secuencias de consulta y analisis BLAST

Durante el alineamiento de secuencias se observd un alto porcentaje de secuencias conservadas
(99.2 %) y un bajo porcentaje de sitios variables (0.8 %). Estudios previos reportaron indices
similares de sitios variables (0.4 - 0.9%) en diferentes angiospermas aplicando marcadores rbcL
(Chen etal., 1999; Les etal., 1997). Diversos reportes muestran que las tasas de variacion
nucleotidica de rbcL son bajas, pese a ello, este locus continua siendo utilizado por su facilidad de
amplificacion, secuenciacion y alineacion (Hollingsworth et al., 2011). En un estudio realizado en
especies del orden Asparagales llevado a cabo por Chen et al., (2013) muestran a rbcL como el
gen que menos sitios informativos reveld, pero el alineamiento de secuencias fue relativamente
facil, ademas, las secuencias generadas se conservaron en longitud y no mostraron gaps. Aunado
a esto, generalmente se recomienda utilizar este locus en conjunto con otro locus que cuente con
una tasa evolutiva mas alta y que proporcione una mejor discriminacion, por su parte CBOL Plant
Working Group et al., (2009) proponen la combinacion de rbeL + matK como codigo de barras
central, mientras que Kress & Erickson (2007) propusieron la combinacién de rbeL + trnH-psbA.
Por su parte, el andlisis de identificacion con BLAST mostré porcentajes bajos ya que
practicamente el total de las identificaciones fueron ambiguas debido a que las secuencias
mostraron una coincidencia del 100% con especies del género Manfreda y Polianthes, inicamente
una especie (Agave bracteosa) fue identificada a nivel de especie. Esto muestra que atn con la
poca variabilidad que manifiesta el locus rbcL, sigue teniendo la capacidad de discriminar especies
en diferentes niveles, incluso a nivel especie. Braukmann et al., (2017) demostraron la gran
variabilidad de discriminacién taxondémica que expone rbcL en especies de 25 familias. Los
valores que presentaron variaron en los tres niveles (familia: 92.61% - 100%; género: 77.97% -
100%; especie: 12.24% - 77.59%). Estos datos sugieren que la capacidad de discriminacion de este
locus u otros marcadores depende totalmente del taxon estudiado (Fazekas et al., 2008).

La escasa identificacion de las especies analizadas en este trabajo no supone una mala praxis,
existen diferentes teorias que podrian “justificar” los resultados generados. La principal y evidente
razon es el gen utilizado en este trabajo, ya se ha mencionado anteriormente las limitantes que
conlleva su aplicacion en la caracterizacion de especies. Ademas, se debe considerar que a pesar
de que el NCBI y BOLD Systems son bases de datos con miles de organismos registrados, existe

la gran posibilidad de que las especies analizadas en este experimento no se encuentren

36



previamente reportadas con el marcador en cuestion (rbcL), lo cual representa una gran limitante

en la obtencion de resultados positivos en el analisis BLAST.

7.3. Analisis del dendrograma

Finalmente, el arbol filogenético generado logrd la separacion de especies en tres clados
monofiléticos, por lo que ofrecid informacidon sobre las relaciones evolutivas entre las especies
estudiadas, sin embargo, el marcador aplicado no logré una separacion clara de acuerdo a los
subgéneros analizados (Agave y Littaea) pertenecientes al grupo Agave sensu stricto (Agave s.s).
Diferentes publicaciones basadas en andlisis moleculares han demostrado que la delimitacion
taxondmica del género sigue siendo tema de conflicto por la notable similitud molecular que existe
entre especies e incluso con otros géneros del grupo Agave sensu lato (Manfreda, Polianthes y
Prochryanthes).

Heyduk etal.,, (2016) analizaron especies de la subfamilia Agavoideae y realizaron Ia
reconstruccion filogenética con el genoma del cloroplasto con la cual mostraron que todas las
especies del género Agave, Manfreda y Polianthes tienen un mismo ancestro comin. Ademas,
mencionan que todas las especies de los géneros Manfreda, Polianthes y Prochryanthes estan
anidados en el grupo Agave sensu lato (Agave s.l.). Sumado a esto, otros autores mencionan que
es imposible separar molecularmente las especies de Agave s.s. y Agave s.l. (Rocha et al., 2006;
Thiede & Eggli, 2020).

Diferentes reportes respaldan el uso de rbcL para estudios filogenéticos en agaves (Bogler &
Simpson, 1995; Eguiarte etal., 1994). Sin embargo, recientemente Eguiarte etal., (2021)
ofrecieron un compendio de estudios filogenéticos relevantes sobre los agaves en el que se aprecia
que en la mayoria de analisis realizados en los Ultimos afios se aplicaron marcadores con mayor
poder discriminatorio. Aunado a esto, las especies que se han descubierto y los analisis que se han
desarrollado al dia de hoy continiian dejando una brecha en el conocimiento de las especies de
Agave L. (Garcia-Mendoza et al., 2019; Garcia-Mendoza & Chavez-Rendon, 2013; Giraldo-
Canas, 2020; Jiménez-Pérez et al., 2021).

Una probable causa que justifica resultados generados con datos moleculares por diferentes autores
fue descrita por Doebley (1992) quien sugiere que la domesticacion de las plantas ha traido como

consecuencia una pérdida de variacion genética. En el caso de los agaves, su uso en México se
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remonta al hombre prehispanico y sus aplicaciones se han extendido ampliamente hasta nuestros
dias, por lo que la domesticacion de especies ha sido constante a través de los afos. Diferentes
investigaciones apoyan esta cuestion (Colunga-GarciaMarin et al., 1999; Figueredo-Urbina et al.,
2017,2021; Vargas-Ponce et al., 2009). En el presente trabajo algunas especies analizadas han sido
reportadas como especies domesticadas, entre ellas Agave americana L.y Agave tequilana, plantas
conocidas por ser utilizadas en la produccion de bebidas alcoholicas como el pulque, mezcal y
tequila, por lo que la nula variabilidad genética reportada fue un factor previsto. Del mismo modo,
la mayoria de sitios variables fueron reportados en especies correspondientes al subgénero Littacae
(Agave bracteosa y Agave striata), clasificacion reconocida por comprender las especies salvajes
o ancestros de especies que hoy en dia se consideran cultivadas o domésticas.

Existe la posibilidad de que los resultados de esta investigacion hayan sido limitados debido a la
cantidad de especimenes estudiados. Otros estudios sugieren que entre mayor nimero de

secuencias y taxones se afiadan en un andlisis, mejores resoluciones se obtienen (Bogler et al.,

2006; Ritchie, 2012).

38



CONCLUSIONES

La extraccién de ADN genomico se realizo exitosamente en todas las especies colectadas.
Asimismo, la amplificaciéon por PCR utilizando marcadores rbcL permitio generar los
amplicones necesarios para la secuenciacion. Ademas, la recuperabilidad de secuencias fue
alta (92.3%) utilizando dichos marcadores.

El anélisis de la calidad y alineamiento de las secuencias de consulta mostraron regiones
altamente conservadas y un bajo porcentaje de sitios variables. Por su parte, el analisis
BLAST no permitid la identificacion de especies a nivel de género o especie en el 91.6%
de las especies, demostrando que el poder discriminatorio de rbcL aplicado en especies de
agaves fue bajo, sin embargo, no se descarta su aplicacion en futuras investigaciones.

El dendrograma generado mostré tres agrupaciones monofiléticas definidas, sin embargo,
no se observaron clados homogéneos por subgéneros del grupo taxondémico en cuestion.
Adicionalmente, es importante mencionar que en las bases de datos BOLD Systems y
NCBI tnicamente se encuentran registradas dos y tres secuencias (respectivamente) del
total de especies aqui analizadas. Este trabajo permitid la caracterizaciéon molecular de 10
especies de Agave con el marcador rbcL que no existen en estas bases de datos.
Finalmente, la discusion presentada incita a reflexionar sobre el desafio constante respecto
a las clasificaciones taxondmicas establecidas para el género y la necesidad de establecer

nuevas herramientas que aborden la complejidad molecular de este grupo de plantas.
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