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RESUMEN

Las zonas aridas y semiaridas de México comprenden unas de las regiones con
mayor rigueza de especies vegetales en el mundo. Muchas de estas especies
no han sido clasificadas taxonémicamente y esta no es una tarea sencilla. La
clasificacion molecular con los iniciadores universales del gen de la maturasa K
(matK) como codigo de barras de la vida son efectivos en un gran nimero de
plantas, pero pueden no funcionar para todos los géneros. Recientemente, para
el género Dasylirion, se disefié un nuevo par de iniciadores matK efectivos para
todas las especies evaluadas de este género. La eficacia de estos nuevos
iniciadores en otras especies de la familia Asparagaceae, ayudara a
caracterizarlas y dara informacion importante para los programas de
conservacion de la biodiversidad de flora de zonas aridas y semiaridas de
México. El objetivo de este trabajo fue evaluar si estos nuevos iniciadores matkK
disefiados para el género Dasylirion, son Gtiles en la amplificacion del gen matK
de otras especies de la familia Asparagaceae de zonas aridas. Se colectaron
hojas de Nolina cespitifera, Agave lechuguilla, Yucca carnerosana, Manfreda
maculosa, Agave salmiana y Hesperaloe palviflora. Se aisl6 DNA, se evalu6 su
integridad en gel de agarosa al 1%, y se determin6 concentracion y pureza en
NanoDrop ND-1000. Se amplificé el gen matK mediante PCR (kit BioLabs) con
los nuevos iniciadores matK 335F (TTTCATTCTCGTTGCGATTAG) y matK
1327R (ACTTTATTCGATACAAACCCTGTT). Los productos de PCR fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los resultados muestran
bandas amplificadas en cada una de las especies evaluadas. El nuevo par de
iniciadores especialmente disefiados para Dasylirion, pueden ser utilizados en

cadigo de barras de la vida en otras especies de la familia Asparagaceae.

Palabras clave: codigo de barras de la vida; matK; Asparagaceae.
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INTRODUCCION

El Desierto Chihuahuense comprende una de las regiones con mayor riqueza de
especies en el mundo (Granados-Sanchez, 2011). Cerca de 6 000 especies
vegetales se encuentran ampliamente distribuidas sobre su superficie. Existe una
gran variedad de formas y tamafios de plantas, con un alto porcentaje de
endemismo (Rzedowsky, 1965). Sin embargo, el proceso de identificacion de cada
grupo taxondémico que alberga no es una tarea sencilla. Para la clasificacion
morfolégica se requiere contar con la planta completa incluidas las estructuras
reproductivas. Con el objetivo de facilitar la clasificacion taxonémica se creo el
Consorcio del Cédigo de Barras de la Vida (CBOL, por sus siglas Consortium the
Barcode of Life) que propone secuenciar fragmentos cortos de DNA dentro de
regiones estandar del genoma de especies animales, vegetales o microorganismos
que en analogia a un cédigo de barras de tipo comercial, sirvan como identificadores
universales. El consorcio para el codigo de barras de la vida (CBOL, 2009), propone
secuenciar genes de cloroplasto como maturasa K (matK), la subunidad grande de
la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa (rbcL), rpoC1 y tmH- psbA, entre otros, para
identificar plantas terrestres (Jing et al., 2011). Particularmente, el gen matK ha
dado resultados favorables para discriminar entre un gran namero de plantas
(CBOL, 2009). Se considera que los iniciadores universales de cédigo de barras de
la vida pueden no funcionar para todos los géneros de plantas terrestres (Roy et al.,
2010). Por ello algunos investigadores han disefiado iniciadores especificos de
ciertas especies de plantas, dentro de regiones conservadas del gen matK, que son
de utilidad en la identificacion de diferentes grupos taxonémicos (Jing et al., 2011).
El grupo de trabajo del laboratorio de analisis de genomas de la UAAAN ha disefiado
iniciadores matK que con éxito ha hecho eficiente el proceso de identificacion de
plantas del género Dasylirion. El objetivo de esta investigacion fue probar si los
iniciadores matK disefiados para el género Dasylirion son utiles en la amplificacion
del gen matK en otras especies de la misma familia como Nolina cespitifera, Agave
lechuguilla, Yucca carnerosana, Manfreda maculosa, Agave salmiana y Hesperaloe

funifera.



1.1. Objetivo

Evaluar un nuevo par de iniciadores para la amplificacion del gen matK en las
especies Nolina cespitifera, Agave lechuguilla, Yucca carnerosana, Manfreda
maculosa, Agave salmiana y Hesperaloe funifera de la familia Asparagaceae de

zonas aridas.
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Il. REVISION DE LITERATURA

Las zonas aridas y semiéridas de México ocupan mas de la mitad del territorio
mexicano Yy tienen una abundante diversidad biolégica. Albergan diversos tipos
de comunidades arbustivas alternados con pastizales y con algunos manchones
aislados de vegetacion arborea. De acuerdo con Rzedowski (1978), reciben el

nombre genérico de matorral xerofilo.

Durante miles de afios estas areas conocidas como Aridoamérica fueron
habitadas por grupos indigenas aislados y poco numerosos, que practicaban
estrategias de subsistencia de bajo impacto ecoldgico, ya que vivian de la caza
y la recoleccion, con poca actividad agricola. Sin embargo, la situacion cambio
radicalmente en los ultimos 100 afios, pues los matorrales y pastizales xerofilos
fueron sometidos a un intenso sobrepastoreo, debido a la introduccion del

ganado bovino y en especial del ganado caprino (Challenger, 1998).

De manera simultanea se acelera la explotacidon selectiva de algunas especies
de plantas propias del matorral xeroéfilo tales como la lechuguilla y la candelilla,
alterando la estructura y diversidad de sus comunidades. El problema se vio
agudizado por la expansién de la agricultura intensiva, altamente tecnificada, en
combinacion con la ganaderia extensiva y el desarrollo progresivo de las

actividades mineras (Cervantes, 2005).

La diversidad floristica de las comunidades arbustivas de zonas aridas (6 000
especies descritas), poseen un considerable potencial como recursos forestales.
Estos recursos naturales ofrecen multiples alternativas de utilizacion y pueden
ser aprovechados de manera racional y sostenible, para contribuir al
mejoramiento de la calidad de vida del sector rural (Cervantes, 2005). Para ello,
es necesario tener conocimientos basicos de estas especies a fin de apoyar los
programas de conservacion y uso sostenible de esta gran biodiversidad de flora

de zonas aridas y semiaridas de México.
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2.1. Descripcion de las especies estudiadas.

A continuacion se hace una revision de cada una de las especies bajo estudio,
mencionando aspectos morfologicos, ecologicos, taxondmicos, econdmicos,

culturales, entre otros.
2.2. Nolina cespitifera
2.2.1. Descripcién botanica

Planta monocotiledonea, arbustiva, perenne acaulescente, cespitosa, sin tallo,
crece en grupos aislados, sus hojas son lineares flexibles de 1-1,40 m de
longitud, de 5-15 mm de diametro y aglomeradas hacia el extremo de las ramas
o troncos, de color verde claro a verde amarillento. Los margenes son dentados
en su parte lateral. Su inflorescencia es rigida, corta, de 0,3-0,8m de largo, en
forma de panicula ramosa terminal; con numerosas ramificaciones de color
verde a café oscuro, de tamafio igual o un poco menor al tamafio de sus hojas.
Sus flores son pequenias, de color rosa y estan dispuestas en paniculas amplias
con sépalos ovales y redondeados de 2,5-3,5 cm de largo. La floracion ocurre
de abril a junio y su época de fructificacion comprende parte del verano y otofio,
iniciando en junio, y se extiende hasta septiembre. Las semillas son ovoides, de
3-4 mm de diametro y de color marron (Castillo y Sdenz, 1993; Zamora et al.,
2010; Fhnavajoirt, 2014).

2.2.2. Taxonomia

La primera descripcion del género Nolina fue realizada en 1803 por Michaux A.
(1803). EI nombre botanico honra al francés Abbé P.C. Nolin, co-
autor de Essai sur I’Agriculture Moderne (Nolin y Blavet, 1755; Lexicon,
2014; Tropicos, 2014). La primera descripcion de N. cespitifera fue realizada por
William Trelease (1911) y su clasificacion taxondmica es la siguiente (Tropicos,
2014):

12



Clase.......... Equisetopsida C. Agardh,

Subclase.......... Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden........... Lilianae Takht.
Orden........... Asparagales

Familia........... Asparagaceae.
Género........... Nolina Michx.

Especie........... Nolina cespitifera Trel.

2.2.3. Usos y aprovechamiento

El cortadillo como comunmente se le llama a Nolina cespitifera Trel. (sub-familia
Nolinaceae), es un término asociado a la forma aserradas o dentada de sus
hojas en su parte lateral y que suele ocasionar lesiones en las manos del
recolector de la materia prima (Castillo y Saenz, 1992). El género tiene entre 17
a 20 especies reportadas en México (Standley, 1920; Garcia y Galvan, 1995). E
un recurso forestal no maderable de suma importancia econémica y con gran
potencial industrial para el noreste del pais. En la actualidad, la region sur del
estado de Coahuila es la mas importante con respecto a las areas de distribucion
y de explotacion. El aprovechamiento lo realizan alrededor de 3 000 familias
campesinas de 37 predios, ubicados en los municipios de Saltillo, General

Cepeda y Parras de la Fuente (Castillo y Sdenz, 1993).

De esta planta se obtiene una fibra de alta resistencia, que mezclada con sorgo
escobero, se utiliza en la fabricacion de escobas, cepillos y en la confeccion de
muebles rusticos en sustitucion del ratan; ademas, se emplea también en la
elaboracion de discos para barredoras mecanicas y cartuchos de explosivos
(Castillo y Sadenz, 1993; SEMARNAT, 2003).

13
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Figura 1. Nolina cespitifera Trel. Foto tomada del Jardin Botanico “Gustavo Aguirre
Benavides” de la UAAAN.

2.3. Agave lechuguilla

2.3.1 Descripcion botanica

La lechuguilla (Agave lechuguilla) es una planta perenne, pequefia, con hojas
dispuestas en forma de rosetas; de 30 a 50 cm de alto y 40 a 60 cm de ancho,
flores amarillas o rojizas. Las hojas generalmente de 25- 50 cm de largo por 2.5-
4 cm de ancho, lanceoladas—lineales, de color verde ligero a amarillo—verdoso,
en su mayoria ascendentes a erectas, algunas veces falcadamente, la parte
apical concava, y profundamente convexa en la base, algunas veces con

manchas verdosas, rigidas, el margen continuo y recto, de color café ligero a

14



gris, facilmente desprendible cuando la hoja esta seca. Al margen de la hoja
presenta dientes tipicamente curvos, de 2-5 mm de largo, cafés o en su mayor
parte gris, de 1.5-3 cm de separado, y de 8-20 cm. La espina en el apice de la
hoja fuertemente cénica a subulada, de 1.5-4 cm de largo, grisacea, la ranura
corta encima de la base, abierta o cerrada. La inflorescencia, es un escapo de
2.5-3.5 m de altura, por lo general glauco, las flores cortas pediceladas en pares
o tercios, rara vez en longitud de 2—-15 cm, paniculas con muchas o pocas flores
laterales ascendentes. Las flores de 30—-45 mm de largo, amarillas o por lo
comun tefidas de colores rojos o purpura; Ovario de 15 a 22 mm de largo,
fusiforme, redondamente angulado, estrecho en el cuello; tubo de 2.5-4 mm de
largo, poco profundo, abierto. Tiene tépalos desiguales, lineales, de 13—20 mm
de largo ascendentes, involutos alrededor de los filamentos, los exteriores sobre
bordesy en el interior de la base, gruesamente encapuchado; Filamentos de 25—
40 mm de largo, extendidos. Las anteras de 15-20 mm de largo. Los frutos son
una capsula dehiscente oblonga o piriforme color café o negra, de 18—-25 mm de
largo y 11-18 mm de ancho, corta pedicelada o sésil, redonda y con un corto
pico en el apice, glauca. Las semillas de 4.5-6 mm de largo y 3.5-4.5 mm de
ancho con un pequefio hilo o muescay pocas estrias aladas al rededor del lado

curvo.

2.3.2. Taxonomia

ReINO.....ovviviiiiiiii, Plantae
Division...........ccccuvveneee. Magnoliophyta
Clase...ccevviiiiiiiiecinnn, Liliopsida
Subclase.................. Liliidae
Orden......cccooeveevvvennnnnn. Asparagales
Familia....................... Asparagaceae

Subfamilia............... Agavoideae



2.3.3. Distribucion de la especie

El nombre cientifico de la lechuguilla es Agave lechuguilla Torr. (Reyes et al.,
2000). Esta especie se encuentra dentro del Desierto Chihuahuense de clima
semiarido donde existe muy poca humedad. La precipitacién varia de 150 a 400
mm anuales, no obstante esta especie puede resistir periodos de sequia de
varios afios consecutivos, asi como inundaciones. La lechuguilla crece
favorablemente en temperaturas que van desde los 30 °C hasta —3 °C y en un
extremo de —8 a 44 °C. Se desarrolla en laderas y partes altas de sierras y
lomerios pedregosos de origen calizo, en montafias con inclinaciones y bajadas,
en ocasiones en superficies planas y con un drenaje moderado (Berlanga et al.,
1992; Gentry, 1982; Reyes et al., 2004).

Geograficamente se ubica en una superficie de 100 000 km2, abunda desde
Texas y Nuevo México, en los Estados Unidos, hasta Querétaro, Hidalgo y
Guanajuato en México. Esta planta es un elemento caracteristico de las
provincias de la altiplanicie de México y planicie del noreste y de la regién
xerofitica mexicana. Forma parte del matorral desértico rosetéfilo
o crasirosulifolio espinoso, donde la lechuguilla es el elemento dominante y es
la especie que le da la fisonomia a este tipo de vegetacion; no obstante, también
se puede localizar en el matorral desértico micréfiloo  matorral
inerme parvifolio en menor densidad (Berlanga et al., 1992; Nobel, 1988 y
Rzedowski, 1978).

2.3.4. Usos y aprovechamiento

La fibra de lechuguilla tienen significativas propiedades fisico mecénicas tal

como su resistencia a la tension (Juarez y Rodriguez, 2004). Por lo que es
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empleada en la industria automotriz, cordeleria, aseo de edificios, bajo
alfombras, etc. El residuo final o guishe después de la obtencion del ixtle de la
lechuguilla se trata de integrar y dar uso ya que tiene bastantes cualidades
paraser empleado en Ilaminados, aglomerados, carton, papel

filtro, esteroides, etc. (Berlanga et al., 1992).

Hernandez et al. (2005) sefialan que ademas de la obtencion de ixtle, la
extraccidn de saponinas presentes en la planta es de importancia debido a las
diversas propiedades farmacolégicas que éstas poseen. Asi se evitan los
diversos efectos nocivos que el consumo de residuos de lechuguilla origina en
animales domésticos como las ovejas, cabras y conejos. Por su parte Marquez
et al., (1996) sefalan que existe la posibilidad de obtener celulosa de la fibra de
lechuguilla ya que contiene cantidades considerables de celulosa, lignina y
hemicelulosa. Con ello se aprovecha casi en su totalidad esta materia prima y
se reduce la contaminacion ecolégica originada por el aprovechamiento del

ixtle.
2.3.4. Produccién y comercializacion

La fibra que es el producto comercial mas aprovechado tiene una produccién
media de 21.2 gr de fibra seca por planta por afio aproximadamente, lo
gue equivale a una produccion de 424 kg de fibra por hectarea (Berlanga et al.,
1992). Sin embargo, con el establecimiento y manejo de plantaciones es posible
reducir el tuno técnico de aprovechamiento y cosechar cada siete meses
(Castillo et al., 2008).

Se ha demostrado que los incrementos en la disponibilidad de agua y nutrientes
al suelo estimulan el crecimiento de las plantas (Chapin, 1980; Hunt y Nicholls,
1986).
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Figura 2. Agave lechuguilla. Foto tomada en el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre
Benavides” de la UAAAN.

2.4. Yucca carnerosana
2.4.1. Descripcioén boténica

Los nombres comunes de la Yucca carnerosana son: palma carnerosana, palma
barreta, palma loca, palma pita. Planta perenne caulescente, simétrica, de
crecimiento extremadamente lento y de porte arbustivo o arborescente.
Generalmente se distribuye en forma individual, rara vez se le observa formando
densas agrupaciones de varios troncos de diferente tamafo, unidos en su base.
Tronco grueso y escamoso con diametro de 15 a 40 cm y altura promedio de 3.0
m, en ocasiones alcanza mas de 10 m; raras veces se ramifica una o dos veces
en su parte superior. Hojas de color verde azulado, rigidas de forma concavo
convexa y se agrupan hacia el extremo del tallo, de 50-100 cm de largo x 5-7.5
cm de ancho y terminan en punta con una fuerte espina de 0.95 a 1.30 cm. Las
hojas forman densas cabezuelas o rosetas consistentes y simétricas con un

diametro proporcional a su altura. El escapo floral crece en la parte central de la

18



roseta, es grande y grueso, sobresale por completo del follaje. El escapo se
ramifica presentado de 15 a 30 pedicelos con bracteas blancas. Flores
campanuladas o globosas con 6 tépalos (3 pétalos y 3 sépalos). Estambres libres
y se insertan en la base de los segmentos, las anteras y el pistilo miden 48-63
mm de largo; ovario supero trilocular 6-9 mm de diametro. Flor perfumada de
color blanco. Fruto indehiscente (abayado) carnoso de 5-7.5 cm de largo x 4 cm
de diametro. Semillas gruesas planas semirredondas color negro con gran

cantidad de endospermo de 7 a 100 mm de diametro.

2.4.2. Taxonomia

Reino........... Plantae

Division......... Magnoliophyta

Clase........ Liliopsida

Subclase........ Liliidae

Orden.......... Asparagales

Familia........ Asparagaceae

Subfamilia.......... Agavoideae

Género.......... Yucca

Especie.......... Yucca carnerosana (Trel.) McKelvey

2.4.3. Distribucion de la especie

Se distribuye al sur de Coahuila en los municipios de Saltillo y Arteaga, Sierra
de Parras y General Cepeda, Sierra de la Paila en Ramos Arizpe y Municipios
de Ocampo y Cuatro Ciénegas, Coahuila; Aldama y Ojinaga, Chihuahua;
Arramberri, Dr. Arroyo, Mier y Noriega, Villa Garcia y Galeana, Nuevo Ledn;
Céardenas, Cedral, Guadalcazar, Guadalupe, Matehuala, Real del Catorce,

Charcas, Villa de la Paz, Vanegas, San Luis Potosi; Miquihuana Bustamante,
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Tula y Jaumave, Tamaulipas; San Salvador, Mazapil, Melchor Ocampo y
Concepcioén del Oro, Zacatecas.
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Figura 3. Municipios donde crece la “palma samandoca”. Fuente: Herbario Nacional
Forestal (INIF) “Biél. Luciano Vela” del INIFAP; Matuda y Pina, 1980.

2.4.4. Habitat

El tipo de vegetacion que caracteriza su distribucién es el matorral desértico
rosetdfito-1zotal. Las poblaciones naturales se desarrollan en abanicos aluviales
de sierras calizas, encontrandose en laderas, cerros, lomerios de suelos
someros pedregosos bien drenados; en un intervalo altitudinal de 1,000 a 2,200
msnm. En las partes menos altas puede estar mezclada con Yucca filifera,
formando parte del matorral desértico rosetéfilo y microfilo; mientras que en
mayores elevaciones, se intercalan algunos individuos sin formar manchones
densos, como parte del bosque de Pinus-Quercus (Matuda y Pifia, 1980;
Villavicencio, 1993).
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Figura 4. Yucca carnerosana (Trel.) Mc Kelvey. Foto tomada en el Jardin Botanico
“Gustavo Aguirre Benavides” de la UAAAN.

2.4.5. Usos y aprovechamiento

Textil, de las hojas tiernas o “cogollos” se extrae fibra (“ixtle de palma”) con la
cual se produce hilo o tela de diferente calibre y resistencia, para la manufactura
de sacos, mantas y forros para empaque; asi como cordeles de diferentes
dimensiones (Villavicencio, 1994). Se recolecta durante todo el afio; sin

embargo, esta actividad es mas comun antes de la época de lluvias.

Es una actividad tradicional en las comunidades ixtleras, en donde los
productores cortan, cuecen y tallan los cogollos de las plantas para obtener una
fibra dura o ixtle, de mejor calidad que la que se obtiene de otras especies no
maderables. El método de aprovechamiento consiste en seleccionar en campo

los cogollos que presenten una altura mayor a 20 cm.
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2.4.6. Productividad

El ixtle o fibra que se obtiene se seca a temperatura ambiente, operacion que se
realiza extendiendo las fibras en capas sobre el suelo. Los tercios secos se
embalan en manojos formando pacas de diversas dimensiones, las mas
comunes son de 90 x 80 x 100cm, mismas que se llevan al centro de acopio
para su venta (Villavicencio, 1993). La productividad del recurso depende del
namero de cogollos aprovechables que puedan cortarse en una jornada de
trabajo. De poblaciones naturales se recolectan entre 300 y 400 cogollos / dia,
para obtener de 30 a 50 kg de fibra seca de palma samandoca.

2.5. Manfreda

2.5.1 Importancia biolégica y usos del género Manfreda

Las Manfredas son plantas conocidas comunmente con el nombre de “amole” o
“amolii”. El género Manfreda es una planta endémica de América y se distribuye
desde el sureste de Estados Unidos de Ameérica hasta el norte de Nicaragua.
México es el centro de diversidad del mismo. De las 28 especies reconocidas en
la actualidad, 21 (75%) son endémicas de la republica Mexicana, la mayoria
consideradas como microendemismos (Ayala, 2006). Unicamente cinco
especies se comparten con Estados Unidos de América: Manfreda longiflora, M.

maculosa, M. sileri, M. variegata y M. virginica.

Por otro lado, las Manfredas son plantas utiles como ornamentales y otras son
empleadas como sustitutas del jabon. Este Ultimo uso se relaciona con su alta
concentracion de sapogeninas. Estas sustancias convertidas en saponinas se
mezclan con el agua y adquieren la propiedad de romper la tension superficial y

producen gran cantidad de espuma (Font-Quer, 1979; Nobel, 1998).

Ademas, los cormos de estas plantas son remedios contra célicos, dispepsia y

actian como tonico, carminativo, antiespasmaodico y estomatico; algunos de
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estos usos han ido desapareciendo con el paso del tiempo (Gattienger, 1894,
Taylor, 1940; Jacobs y Burlage, 1958; Verhoek-Willianms, 1975).

2.6. Manfreda maculosa

2.6.1. Descripcion botanica

Es una planta herb4cea, perenne. Cormo de 3.5-5.0 cm de largo, 1.5-2.0 cm de
diametro, suculento, raices contractiles, carnosas con ramificaciones filiformes.
Bulbo de 1.8-5.5 cm de largo, 1-2 cm de diametro, cubierto por los restos basales
de las hojas secas, éstas de (1.8-) 3.5-7.0 cm de largo, membranaceas. Hojas 4
a 6, de 10-26 cm de largo, 1.0-2.5 cm de ancho, lanceoladas a angostamente
elipticas, suculentas, ligeramente acanaladas, recurvadas erectas a
semierectas, verde-claras a glaucas con abundantes maculas purpura sobre la
superficie adaxial, margen dentado, dientes cartilaginosos, grandes, deltoides o
truncasdos, bipartidos con una banda hialina entre ellos, separados de 0.3-0.7
cm; apice agudo, suave. Inflorescencia de (30-) 60-130 cm de largo, erecta,
rojiza a verdosa con tintes purpuareos, porcion fértil de 7-27 cm de largo, laxa,
con 7-33 flores; bracteas del eje de la inflorescencia 6-7, con la base truncada,
las inferiores linear lanceoladas, las superiores deltoides, la tercera bractea
basal de 1.5-4.0 cm de largo, 0.4-0.9 cm de ancho, verde-grisaceas; bracteas
florales de 0.7-1.2 cm de largo, 0.3-1.5 cm de ancho. Flores de 2.5-3.6 cm de
largo, difusas a ascendentes, sésiles, blanco-rosadas, a rosado-rojizas,
semisuculentas, infundibuliformes; tubo del perianto de 1.2-2.1 cm de largo, 0.4-
0.5 cm de ancho, sin constriccion en el apice del ovario; segmentos de 1.1-1.6
cm de largo, 0.3-0.4 cm de ancho, oblongos, extendidos, involuntos, &pice
obtuso, con un mechdn de tricomas blancos; filamentos de 1.0-1.8 (-2.4) cm de
largo, que exceden al tubo por 0.8-1.6 (-2.2) cm, insertos casi en la boca del
tubo, dispuestos en un mismo nivel, erectos en antesis, blanco-amarillentos;
anteras de 0.6-1.0 cm de largo, 0.1 mm de ancho, amarillas; ovario de 0.8-1.0
cm de largo, 0.3-0.4 cm de diametro, elipsoide, sin prolongarse hacia dentro del
tubo; estilo de 3.6-4.0 cm de largo, exserto, estigma trilobado, verde-amarillento.
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Fruto capsular de 1.1-2.0 (-2.4) cm de largo, 1.0-1.5 cm de didmetro, elipsoidea
subcilindrico, apice apiculado. Semillas de 4-5 mm de largo, 3-4 mm de ancho,

deltoides, plano-céncavas, con un borde angosto, negras, lustrosas.

2.6.2. Taxonomia

Reino......... Plantae
Division.......... Magnoliophyta
Clase.......... Liliiopsida
Subclase......... Lilidae
Orden......... Asparagales
Familia......... Asparagaceae
Subfamilia........ Agavoideae
Género......... Manfreda
Especies........ Manfreda maculosa

Figura 5. Manfreda maculosa. Foto toma en el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre
Benavides” en la UAAAN.



2.6.3. Distribucion de la especie

Manfreda maculosa se distribuye en los Estados Unidos de Ameérica,
particularmente en la region sureste de Texas y en México en los estados de
Coahuila, Nuevo Le6n y Tamaulipas. Crece en altitudes de 40-400 m, forma
parte de matorrales xerdfilos, bosques espinosos; prospera en zonas abiertas
con suelos arcillosos, pendientes pronunciadas, lomas pedregosas secas y en
llanuras o praderas arcillo-arenosas, requiere de plantas nodrizas como Acacia

y Larrea. Florece de mayo a julio y fructifica de finales de julio a agosto.
2.7. Hesperaloe funifera Trel.
2.7.1. Descripcion botanica

Desde el punto de vista morfolégico Hesperaloe funifera es una planta arbustiva
de la familia Agavaceae con una altura de hasta 80 cm de alturay 1,0 a 1,2 m
de ancho, con hojas largas de hasta 5 cm de ancho y 2 a 3 cm. Sus plantas
tienen tallos rara vez visibles, aunque se encuentran tejidos de éste en la base
de las plantas, raices dispuestas radialmente, muy fibrosas, con rosetas acaules,
compuestas de hojas densa o lasamente dispuestas, rizomatosas, caracteristica
mas prominente en H. parviflora, hojas duras, rigidas, en general rectas, rara vez
ligeramente arqueadas, con margen foliar liso, y abundantes fibras marginales,
apice no espinoso, pero agudo, de color verde oscuro a amarillo-verde brillante,
flores con seis tépalos, en general de la misma longitud, y cercanamente la
misma anchura, libres o levemente unidos en la base, en general recurvados
cerca del apice, perigonio campanulado o casi, con colores que varian del blanco
a dos tonos, con un rosa a rojo exterior, y rosa, blanco, crema o amarillo en el
interior, fruto en c4psula con numerosas semillas planas de color negro (Solis,
2012).

Hesperaloe es un género de América del Norte que consta de seis taxones.
Cuatro taxones lugar en el lado oriental de la Sierra Madre Occidental, desde

Texas hasta San Luis Potosi, México, mientras que los otros dos taxones se
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producen en el lado occidental de la Sierra Madre Occidental, en Sonora,
México. La planta de Hesperaloe funifera se caracteriza en términos de su
contenido de holocelulosa, a-celulosa y lignina (74, 1, 52.3 y 7,9%,

respectivamente).

2.7.2. Taxonomia

Reino.......... Plantae

Subreino.......... Tracheobionta
Superdivision......... Spermatophyta
Division.......... Magnoliophyta

Clase......... Liliopsida

Orden.......... Asparagales

Familia.......... Asparagaceae

Género.......... Hesperaloe

Especies.......... Hesperaloe funifera (Lem.) Trel.

2.7.3. Importanciay usos

La planta produce fibras fuertes que se pueden utilizar en la fabricacion de
productos de cordeleria. Las fibras de producir un papel con traccion excepcional
y resistencia al desgarro. Tales fibras se podria utilizar ya sea en papeles
especiales con requisitos de alta resistencia, tales como papeles, papeles
moneda biblia, bolsas de té, y los filtros, o pueden ser mezclados con otras fibras
para aumentar la resistencia y mejorar la textura de una variedad de papel
productos, incluidos los papeles de escritura, tejidos y productos de toalla y

papeles fabricados usando secundaria (reciclado) fibra (Solis, 2012).
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Los estudios previos de floracion de esta planta sugieren que la eliminacion de
los tallos florales en desarrollo deberia desviar la energia para la produccion de
hojas, aumentando el rendimiento de fibra y reducir los costos unitarios de
produccion. La produccion de hojas de plantas de biomasa y las tasas relativas
de crecimiento aumentd significativamente con la eliminacion flor-tallo. El
tamafo de la planta promedio fue 27% mayor en las parcelas de los tallos florales

gue se eliminaron. (Tucson, 1955).

Figura 6. Hesperaloe funifera (Koch) Trel. Foto tomada en el Jardin Botanico “Gustavo
Aguirre Benavides” de la UAAAN.

2.8. Agave salmiana

Agave salmiana es una especie endémica de México. Crece como planta
silvestre en los estados del centro de México (Durango, Hidalgo, Puebla,
Querétaro y San Luis Potosi). Es una especie protegida por su importancia
econdmica (NOM-059-SEMARNAT-2010). También es cultivada y su
distribucion es mas amplia, desde Coahuila y Nuevo Ledn hasta Chiapas. En
Chiapas se observd en los municipios de Venustiano Carranza y Comitan de
Dominguez, creciendo como planta cultivada a la orilla de las milpas, bordeando
los huertos familiares, o bien, a lo largo de caminos, preferentemente en altitudes
de 2,254y 2,265 m. (Agroproductividad, 2012)
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2.8.1. Descripciéon Botanica

Pertenece al grupo Salmianae propuesto por Gentry (1982), y se reconoce por
la siguiente combinacion de caracteres morfolégicos: Rosetas 1.5-2.8 m de alto,
2-5 m diametro. Hojas 1-2.2 m de largo, 20-35 cm de ancho, ampliamente
lanceoladas u oblanceoladas, verde claro, verde-amarillento o verde glauco,
margen recto, repando o crenado; mamilas inconspicuas a algo prominentes
hacia la parte media, dentado, dientes en la parte media de 0.5-2 cm de largo,
1-2 cm de ancho, rectos o algo recurvados; espina terminal 4-8 cm de largo.
Inflorescencia paniculada, laxa, 5-9 m alto, contorno general piramidal, fértil en
el tercio o el cuarto superior, ramas primarias hasta 1 m largo; pedunculo
verdoso, bracteas del pedunculo 25-45 cm largo, base 10-18 cm ancho,
carnosas e imbricadas o coriaceas y separadas, deltoides, margen entero o con
algunos dientecillos menores de 1 mm de largo, espina 0.5-3 cm largo. Flores 6-
9 (-11) cm largo, infundibuliformes, amarillentas; tépalos 2-3 cm largo, oblongos,
apice curvado hacia adentro en antesis, gruesos, los internos aquillados, tubo
del perigonio 2-2.5 cm largo, ovario 3-5(-6) cm largo, cuello 5-10 mm; estambres
con filamentos 5-8 cm largo, insertos en la parte media, cuarto superior o en la
boca del tubo. Capsulas 6-7 cm largo, 2-3 cm ancho; semillas 7-9 mm largo, 5-7
mm ancho, negras. La floracibn es de marzo a julio. El desarrollo de la
inflorescencia se inicia en octubre o noviembre del afio anterior. La fructificacion

a partir de noviembre.

Gentry (1982) reconoce cuatro categorias intraespecificas de Agave salmiana.
La especie cultivada en Chiapas se puede asignar tentativamente como Agave
salmiana Otto ex Salm-Dyck subsp. salmiana. Garcia-Mendoza (2011) menciona
gue el nombre de la subespecie tipica se aplica principalmente a las plantas
cultivadas grandes o asilvestradas que se explotan para la produccién de pulque
o la obtencion de fibras duras. La gran plasticidad morfologica que presenta la
especie es producto de la domesticacion por miles de afios. Se han observado
plantas de caracteristicas morfolégicas intermedias que corresponden

posiblemente a hibridos entre Agave salmiana y Agave americana. Esto puede
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ocurrir dada la cercania de las plantas, aunque aparentemente la época de
floracion es diferente en las dos especies. (Agroproductividad, 2012)

2.8.2. Taxonomia

Reino......... Plantae

Clase.......... Liliopsida

Subclase.......... Lilidae

Orden.......... Asparagales

Familia.......... Asparagaceae

Subfamilia.......... Agavoideae

Género.......... Agave

Especie.......... Agave salmiana Otto EX Salm-Dyck
2.8.3. Usos.

Se utiliza principalmente para producir aguamiel y pulque; como cerco vivo para
delimitar terrenos y huertos; las inflorescencias ocasionalmente se aprovechan
como forraje y el pedunculo seco o quiote para construccion (techos, paredes y

cercos.
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Figura 7. Agave salmiana Otto ex. Salm-Dick. Foto tomada en el Jardin Botanico

“Gustavo Aguirre Benavides” de la UAAAN.

2.9. Clasificacion taxondémica de especies

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

al de otros grupos (Cracraft, 1983).

La clasificacién de seres vivos implica contar con una adecuada identificacion
para lo cual se emplea el uso de rasgos singulares que permitan separar o
diferenciar una especie de otra. Por ejemplo, los caracteres morfolégicos son los
mas usados para diferenciar entre especies y predominan las estructuras
reproductivas como flores, frutos y semillas. Otro tipo de caracteres comiunmente
usados son los bioquimicos que son las sustancias quimicas presentes en los
seres vivos. Ejemplos de este tipo de caracteres son las sustancias que
producen los colores y sabores en flores y frutos, las sustancias que son toxicas
0 que tienen posibles beneficios en el &mbito curativo (Figueroa et al., 2012). Sin
embargo los caracteres mencionados anteriormente presentan ciertas
desventajas puesto que se ven afectados por el ambiente. La identificacién de
especimenes a partir de caracteres morfolégicos puede ser dificil e incluso

30



puede no aplicarse debido a la plasticidad fenotipica, su origen y dimorfismo
sexual. Es por esto que la técnica de cédigo de barras de la vida basada en
técnicas de biologia molecular, se presenta como una herramienta

complementaria para la correcta identificacion de las especies (Paz et al., 2011).
2.10. Codigo de barras de la vida.

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

inventario de la biodiversidad (Herbert y Gregory, 2005).

El codigo de barras de la vida ademas de ser til en la identificacién es auxiliar
en la revision de clasificaciones taxonomicas dudosas, en el control de trafico
ilegal de especies en peligro de extincion, en el analisis de dieta de diferentes
animales a partir de su contenido estomacal o de sus heces y en el
descubrimiento de nuevas especies (Janzen et al., 2011).

Para poner en marcha este proyecto se creo6 el consorcio de Barcode of Life en
el National Museum of Natural History, Washington DC, USA y el CBOL en el
2004, cuya funcién es igual a la de una biblioteca universal, que relaciona cada
barcode o “secuencia de DNA diagnostica” con especies de referencia o
“vouchers” asignados a nombres de la clasificacion linnneana, depositados en
instituciones cientificas (Lanteri, 2007). La metodologia de cédigo de barras de
DNA se propuso inicialmente para identificar animales a partir de un fragmento
del gen mitocondrial citocromo c¢ oxidasa subunidad 1 (COl), de
aproximadamente 648 pares de bases (pb). Esta region presenta una alta tasa

de sustitucién entre especies del mismo género (Hebert et al., 2003). Sin
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embargo, para plantas no es utilizable ya que la tasa de sustitucion es muy baja
a diferencia de animales, lo cual se traduce en la ausencia de variacion a nivel
de secuencia entre especies del mismo género (Paz et al., 2011). La busqueda
de secuencias utiles en la obtencion de codigo de barras en plantas terrestres,
se enfoco en regiones del genoma nuclear y de cloroplasto, pero muy pocas son
efectivas de manera individual, ya que no presentan suficiente variacion. Por
este motivo, la CBOL sugiere la combinacion de dos regiones plastidicas: matkK
y rbcL, ambas regiones de aproximadamente 800 pb y que han sido
ampliamente utilizadas en estudios de filogenia (Janzen, 2009; Jing et al., 2011,
Paz et al., 2011).

El gen matK del genoma de cloroplasto ha dado resultados favorables para
discriminar entre un gran numero de plantas (CBOL, 2009). Sin embargo, se
considera que los iniciadores universales de cédigo de barras de la vida pueden
no funcionar para todos los géneros de plantas terrestres (Roy et al., 2010).
Especificamente, en el género de Dasylirion el uso de los iniciadores universales
para secuenciar segmentos del gen matK resultaron inconvenientes ya que
generaron bandas de tipo secundario y segmentos de mala calidad (Orozco-
Sifuentes et al., 2019). Por lo tanto, nuestro grupo de trabajo ha disefiado
iniciadores matK que con éxito ha hecho eficiente el proceso de identificacion de
plantas del género Dasylirion. Estos iniciadores exitosos para Dasylirion, pueden
ser exitosos también para la amplificacion de la region matK de otras especies
gue cohabitan las mismas regiones medioambientales y que pertenecen a la
misma familia de Dasylirion. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue
probar si los iniciadores matK disefiados para el género Dasylirion son Utiles en
la amplificacion del gen matK en especies como Nolina cespitifera, Agave
lechuguilla, Yucca carnerosana, Manfreda maculosa, Agave salmiana y

Hesperaloe palviflora.
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Localidades de estudio

El sitio de muestreo fue el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre Benavides” de
la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en Buenavista, Saltillo,
Coahuila. La zona posee clima templado semiseco, ubicada en los 25° 20’
55.72” Ny 101° 01’ 40.74” O, con una altitud de 1798 msnm.

3.2. Material biolégico

Se recolectaron muestras de material vegetal de seis especies diferentes,
pertenecientes a la familia Asparagaceae. Se etiquetaron ejemplares de cada
especie: Nolina cespitifera, Agave lechuguilla, Yucca carnerosana, Manfreda

maculosa, Agave salmiana y Hesperaloe palviflora. Estas fueron

documentadas con fotografias y geolocalizacion.

Figura 8. Imagenes que muestran las especies de plantas estudiadas. A). Nolina
cespitifera; B). Agave lechuguilla; C). Yucca carnerosana; D). Manfreda maculosa;
E). Agave salmiana; F). Hesperaloe palviflora
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3.3. Andlisis de laboratorio

La extraccion de DNA para las muestras recolectadas se realiz6 en las
instalaciones del Laboratorio de Analisis de Genomas del Departamento de
Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en
Saltillo, Coahuila. La obtencién de productos de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, siglas de su nombre en inglés Polymerase Chain Reaction)
se llevd a cabo en las mismas instalaciones del Departamento de

Fitomejoramiento.

3.4. Limpieza de muestras

De las plantas seleccionadas se cortaron hojas sanas, las cuales se
introdujeron en bolsas de papel identificadas con su respectiva etiqueta. Las
hojas se desinfectaron en una solucién de hipoclorito al 1% y posteriormente
en etanol al 70% ambas por 1 minuto. Se enjuagaron en agua estéril, se
dejaron secar, se corté el material vegetal en pequefios cuadros y se
colocaron en morteros estériles con su respectiva identificacion, se metié al

refrigerador para su utilizacion préxima.
3.5. Aislamiento de DNA

El aislamiento de DNA gendmico se realizdé con base en la metodologia de
Lépez et al. (1995) modificada.

Se tomaron 20 mg de tejido fresco congelado molido y se colocé en un tubo
eppendorf de 2 ml. Se agregaron 800 pl de buffer de lisis (Tris-HCI 100 mM
a PH = 8, NaCl 20 nM, EDTA 20 mM y N-Lauril-sarcosina al 7 %), se invirtio
el tubo hasta humedecer completamente todo el tejido vegetal y se dejé
reposar por 10 minutos. Posteriormente se le agregaron 800 ul de fenol, se
agitd en un vortex y se centrifug6 por 20 minutos a 12,000 revoluciones por
minuto. Transcurrido el tiempo, se extrajo el sobrenadante de cada muestra

y se trasladd a un nuevo tubo. Se le agrego 100 pl de RNAsa y se mezclé por
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inversiéon. En seguida se agreg6 800 pl de isopropanol frio (-20 °C), se mezclo
cuidadosamente y se dejé reposar por media hora aproximadamente hasta
formar la madeja de DNA. Se colecté la madeja con pipeta Pasteur estéril y
se transfirio a un tubo eppendorf de 1.5 ml, se lavo con alcohol al 70 %. Se
decant6 el alcohol, se dejo secar por unos minutos el tubo con el DNA
recolectado y se re-suspendié en agua estéril. Posteriormente se almaceno
a 8 °C para su visualizacion y a -20 °C para almacenamiento por tiempo

indeterminado.

3.6. Andlisis de calidad del DNA.

Para corroborar la integridad del DNA se prepar6 un gel de agarosa para el
cual se pes6 0.4 g de agarosa y se vacio en un matraz con 40 ml de solucion
tampon 0.5x de TBE estéril (tris base, acido bérico, EDTA). La mezcla se
calentd en microondas hasta el punto de ebullicion o hasta visualizar la
mezcla homogénea. Se dejo enfriar por unos minutos, se agrego 2 ul de Gel
red (BIOTIN™ cat: 41003) y se homogenizo bien. En seguida se vacio la
mezcla al molde del aparato electroforético (Life Technologies™ Gibco.) se
eliminaron burbujas y posteriormente se le puso el peine y se dejé enfriar por
unos 15 minutos. Para cargar el gel, se mezclaron 5 pl de DNA y 3 ul de
buffer de carga (Nucleic Acid Sample Loading Buffer de Bio-rad), colocando
un total de 8 pl por muestra en cada pozo del gel con su respectiva muestra
identificada. Se corri6 el gel a un voltaje de 80-90 volt durante media hora. Al
termino del tiempo se llevé a un documentador de geles (Bio-Rad Gel Doc™

170-8170) donde se fotografio el gel para su interpretacion.

Posterior a la electroforesis del DNA, se cuantificé y evalué su pureza con un
equipo de espectrofotometria (Nanodrop ND-1000) con absorbancias de 260
nm (A260) y 280 nm (A280). El volumen de la muestra usado para el analisis
fue de 1 pl. Puesto que los acidos nucleicos tienen su maximo de absorcion
a 260 nm y las proteinas lo tienen a 280 nm, el cociente de ambas
absorbancias (260/280) es un indicador de pureza. Se obtuvieron
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estadisticos basicos y se realiz6 un ANOVA para los resultados de calidad
dentro del software estadistico de R (Core Team, 2020). A partir de los datos
obtenidos, se prepararon diluciones de DNA ajustadas a una concentracion
final de 40 ng/ pl (Fazekas et al., 2012) en un volumen de 50 pl, con la

formula:

Cl*V1=C2*V2

Donde:

C1 = Concentracion inicial de DNA; C2 = Concentracion final 40 ng/ pl; V2 =
Volumen final 50 ul; V1 = Volumen requerido de suspension de DNA. Para la
dilucién se utilizé agua libre de RNAsas y DNAsas

3. 7. Amplificacién con nuevos iniciadores matk

Para probar la eficiencia de los nuevos iniciadores disefiados
especificamente para el género Dasylirion (matKk 335F y matK 1327R;
Orozco-Sifuentes et al., 2019) se realizé el proceso de amplificacion para
cada especie de la familia Asparagaceae. La PCR se llevé al cabo en un
volumen de 50 pul. Para la amplificacion del gen matK, cada reaccion contenia
5 pl de Buffer Taqg Standard 10X, 1 pl de dNTPs 10 mM, 1 pl de primer
Forward 10 uM, 1 ul de primer Reverso 10 uM, 0.25 pl de Tag polimerasa,
37.75 pl de agua libre de nucleasas y 4 pl de ADN templado (50 ng/ul en agua
estéril), todo lo anterior de acuerdo al protocolo de kit BioLabs (Tag DNA

Polymerase with Standard Taq Buffer)

Cuadro 1. Iniciadores matK utilizados para la amplificaciéon (Orozco-Sifuentes et

al., 2019).
Iniciador Secuencia 5°-3° Sentido
matK TTTCATTCTCGTTGCGATTAG Derecho

335F
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matK ACTTTATTCGATACAAACCCTGTT Izquierdo
1327R

3.8. Condiciones de PCR

Las condiciones de reaccion utilizadas se presentan en el Cuadro 2. Para la
visualizacion de los productos de PCR, se corrié un gel de agarosa al 1 % con
TBE 0.5 X, adicionado con Gel Red Nucleid Acid BIOTUM en proporcion de 1 pl
por cada 10 ml de gel. Se utilizé el marcador de peso molecular Tracklt 1 Kb Plus
DNA Ladder-Life Technologies. La electroforesis se corrié en una camara de tipo
horizontal a 115 Volts durante 30 minutos, posteriormente se observé en un

fotodocumentador.

Cuadro 2. Programa del termociclador para la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR).
Ciclos Fases Temperaturas Tiempo
MatK (minutos)

Desnaturalizacion 94.0 °C 4:00
inicial de DNA

40 Desnaturalizacion 94.0 °C 0:30
Hibridacion 57.8°C 0:35
Extension de 72.0 °C 0:35
iniciador
Extension final del 72.0°C 10:00
iniciador
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3.9. Técnica de electroforesis

Los productos de la PCR fueron separados mediante electroforesis
horizontal. Se utilizé un equipo de electroforesis marca cleaver scientific,
Modelo: MSMIDI. Se prepararon geles de agarosa al 1% con 0.8 g de
agarosa en polvo en 80 ml de solucion tampon TAE 1x (Tris base, Acido
acetetico, EDTA) estéril. La mezcla se calenté en un horno de microondas
por 90 segundos hasta que se transparento. Se dejo enfriar durante unos
minutos hasta poder tocar el recipiente y se le agregaron 5 ul de colorante
Gel Red (BIOTIUM cat: 41003) como agente de tincién para visualizar los
fragmentos de DNA bajo luz ultravioleta y se mezclé suavemente para
obtener una mezcla homogénea. En seguida se vacio la mezcla y se
eliminaron posibles burbujas en el gel, se dej6 enfriar por 20 minutos. Una
vez formado el gel, se cubrié completamente con una solucion de TAE 1x. Se
cargaron 6 pl de la muestra del producto de PCR y 3 pl de buffer de carga
(Tracklt™ Cyan/Orange Loading Buffer, marca Invitrogen). Ademas se cargdé
en uno de los pozos del gel un total de 2 pl del marcador de peso molecular
(1 Kb Plus DNA Ladder - Life Technologies) y 1 ul de buffer de carga. Se
cerré el aparato, se conectaron los cables a la fuente de poder a una potencia
de 115 Volts durante 30 minutos. Al finalizar este proceso se extrajo el gel y
se llevé a un documentador de geles (io-Rad Gel Doc™ 170-8170) que
consta de un transluminador y una camara que capta la imagen del gel y la

envia a una computadora con sistema operativo para su interpretacion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Calidad de DNA

Mediante espectrofotometria se puede determinar la concentracién y la pureza
de una muestra de DNA basandose en la capacidad de absorbancia de un
compuesto presente en una solucién a una longitud de onda determinada. De
este modo la concentracion de la muestra de DNA se calcula teniendo en cuenta
el valor de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260nm. Mientras que
la relacion de absorbancias A260/280 se utilizan para evaluar la pureza de las
muestras. De acuerdo a (Carlos lll, 2020.) un DNA de pureza 6ptima tiene un
valor entre 1.8-2.0. Un DNA de pureza aceptable debe tener al menos una
relacion A260/280 >1.6. Un valor <1.6 indica una posible contaminacion por
compuestos aromaticos como fenoles y proteinas. En el cuadro 3 se muestra,
los parametros de calidad de DNA de (>1.07 <1.4), esto nos indica que nuestras
muestras estan por debajo de un nivel de pureza aceptable. Posiblemente, la
extraccion del DNA se vio afectada ya que la mayoria de las especies estudiadas
presentaban un material fibroso y probablemente interfirieron en el proceso de
extraccidon. Sin embargo, se obtuvo una cantidad de DNA suficiente para poder

realizar la amplificacion del segmento del gen matK (Figura 9, 10, y 11).

Cuadro 3. Parametros de la calidad de DNA.

Especie ID Concentracion Relacion

de ADN ng/ul 260/280
Nolina cespitifera Nol-01 3455.31 1.09
Nol-02 3198.77 1.28
Agave lechuguilla LEC-01 3281.3 1.13
LEC-02 3118.87 1.08
Yucca carnerosana YUC-01 2832.77 1.26
YUC-03 3232.6 1.13
Manfreda maculosa MAN-02 3160.3 1.4
MAN-03 3112.0 1.09
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Agave salmiana AS-01 3402.05 1.12
AS-02 3429.32 1.07

Al 3091.99 1.11

Hesperaloe palviflora HES-01 3137.06 1.21
HES-02 3360.77 1.19

ID Laboratorio = nombre asignado a cada planta; Cl = concentracion inicial de
DNA proporcionada por el espectrofotometro; La concentracion final necesaria
para la realizacion de la PCR es de 40 ng/ul; A260 = absorbancia a 260 nm y
A280= absorbancia a 280 nm.

De los datos de calidad de DNA se obtuvieron los estadisticos basicos
encontrando una media de 1.1661 y desviacién estandar 0.0979. Se hizo un
ANOVA con el paquete Agricolae en el lenguaje estadistico de R (R Core team,
2020) y se rechazo la hipotesis nula de igualdad de medias con un valor p de
0.652; no hay diferencias estadisticamente significativas en la calidad del DNA,

con base en las absorbancias medidas de cada especie.

MO2 H2 HO1 LO1

'~l|h

— — -
l :'
-

Figura 9. Gel de agarosa para visualizar la integridad del DNA de las especies
N. cespitifera, A. salmiana, M. maculosa, H. funifera y A. lechuguilla.
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Figura 10. Gel de agarosa para visualizar la integridad del DNA de las especies A.

salmiana, Y. carnerosana y M. maculosa.

Mo02 MO2

Figura 11. Gel de agarosa para visualizar la integridad del DNA en las especies M.

maculosa, Y. carnerosana y N. cespitifera
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4.2. Amplificacion con nuevos iniciadores matK 335 F y matK 1327R con
técnica de PCR.

En la Figura 12 se presentan los productos de PCR a partir de los iniciadores
matK 335F y matK 1327R disefiados para la especie de Dasylirion (Orozco-
Sifuentes et al., 2019). Todas las muestras presentan bandas bien definidas de
1000 pb, lo cual indica que los iniciadores (matK 335F y matK 1327R), son
efectivos en el proceso de amplificacion en las seis especies pertenecientes a la
familia Asparagaceae. Algunas bandas se presentan con mas intensidad que
otras, lo cual puede atribuirse a la cantidad de DNA agregada en el coctel de

amplificacion.

PM NOL NOL HES HES LEC LEC MAN MAN YUC YUC AS AS C+
02 01 02 01 02 01 03 02 03 01 02 O1

Figura 12. PCR de una secuencia parcial del gen matK a partir del par de iniciadores
matK 335F y matK 1327R en especies de Agave salmiana (ASOl1 y AS02), Yucca
carnerosana (YUCO1 y YUCO03), Manfreda maculosa (MANO2 y MANO3), Agave
lechuguilla (LECO1 y LECO02) y Nolina cespitifera (NOLO1 y NOLO02), utilizando como

control positivo (C+) a Dasylirion cedrosanum (DC)

El éxito en el proceso de amplificacion del gen matK en las especies de Nolina
cespitifera, Agave lechuguilla, Yucca carnerosana, Manfreda maculosa, Agave
salmiana y Hesperaloe palviflora a partir de iniciadores disefiados

especificamente para el género Dasylirion, demuestra su utilidad en la probable
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obtencién de codigo de barras de la vida en especies relacionadas en la misma

familia.

Como dato adicional podemos mencionar que en el GenBank del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) se encuentran registradas las secuencias
matK de las especies, Agave salmiana, Yucca carnerosana y Agave lechuguilla.
Mientras que las especies Manfreda maculosa, Hesperaloe palviflora y Nolina
cespitifera alin no cuentan con un registros de gen matK. Por lo cual, con la
obtencion de buenos resultados en este trabajo es probable la utilizacion de estos
iniciadores (matK 335F y matK 1327R) en un futuro para la obtencion de cédigo de

barras de la vida en las especies mencionadas.
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V. CONCLUSIONES

En este trabajo comprobamos que los iniciadores matK 335F y matK 1327R
disefiados especificamente para el género Dasylirion son Utiles en el proceso de
amplificacion y obtencidon de la secuencia parcial del gen matK para cddigo de
barras de la vida de las especies Nolina cespitifera, Agave lechuguilla, Yucca
carnerosana, Manfreda maculosa, Agave salmiana y Hesperaloe palviflora que se
encuentran estrechamente relacionadas con el género Dasylirion, dentro del mismo
grupo taxonémico de la familia Asparagaceae. Esto facilitara el uso de la secuencia
parcial del gen matK para la identificacion de estas especies y muy probablemente

para otras especies pertenecientes a la misma familia Asparagaceae.
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