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INTRODUCCION

México es reconocido a nivel mundial como uno de los paises mas megadiversos,
gracias a su ubicacion geografica, su topografia variada y su amplia gama de
ecosistemas. Estos factores han permitido el desarrollo de una gran biodiversidad
que abarca desde selvas tropicales hasta desiertos, originando una gran
diversidad de condiciones climaticas y microclimas que facilitan la coexistencia de
innumerables especies de flora y fauna (Espinosa et al., 2008). Esta riqueza
bioldégica no solo es un patrimonio natural, sino también constituye una fuente de

recursos para el hombre y mantenimiento de los ecosistemas.

Si bien las especies agroalimentarias han sido las mas aprovechadas, en los
ultimos afos se estan incorporando algunas malezas o especies invasoras, las
cuales se han asociadas a la degradacion de ecosistemas agricolas y naturales.
Sin embargo, algunas de ellas contribuyen al control de la erosion del suelo, un
problema critico en areas con agricultura intensiva o con deforestacion acelerada.
Estas plantas al fijarse al suelo previenen la pérdida de nutrientes esenciales,
ayudando a mantener la fertilidad y estabilidad del terreno (Huenneke et al., 2001;
Sarukhan, 2008). También, algunas tienen la capacidad de fijar nitrdgeno en el
suelo, mejorando la calidad de este, lo cual disminuye la necesidad de utilizar
fertilizantes quimicos (Huenneke et al.,, 2001). Estas especies no solo tienen
importancia ambiental, sino también econdmica, ya que pueden ayudar a reducir
los costos en la produccion agricola y a disminuir la dependencia de agroquimicos.
Ademas, algunas de estas especies han sido objeto de investigaciones por su
potencial para ser utilizadas como materia prima en la elaboracién de productos y
compuestos bioactivos con aplicaciones tanto medicinales como industriales (Leite
et al., 2024). De manera similar, especies del género Argemone, como Argemone
mexicana y Argemone ochroleuca, han sido evaluadas por su capacidad de
acumulacion de aceites, los cuales también pueden ser transformados en
biodiésel mediante procesos de transesterificacion. Adicionalmente, en afos
recientes, se ha incrementado el interés por explorar el uso de extractos vegetales

provenientes de A. mexicana y A. ochroleuca para la elaboracion de
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bioplaguicidas. Estos compuestos naturales presentan actividad insecticida,
fungicida y/o bactericida, y han sido propuestos como alternativas sostenibles
frente al uso de agroquimicos sintéticos, los cuales suelen tener un impacto
ambiental negativo debido a su persistencia, volatilidad y toxicidad hacia
organismos no blanco. La aplicacién de bioplaguicidas derivados de estas
especies podria contribuir significativamente a la reduccion del uso de
contaminantes quimicos en la agricultura, promoviendo asi practicas mas seguras
y respetuosas con el medio ambiente (Asfaw et al., 2025; Mlombo et al., 2025).
Entre estas especies se incluyen las del género Argemone, perteneciente a la
familia Papaveraceae. Este género incluye 60 especies distribuidas por todo el
mundo, de las cuales 18 se encuentran ampliamente distribuidas en México
(Juarez-Garcia et al., 2020; Ownbey, 1958). Entre las especies mas estudiadas y
colectadas estan A. mexicana, A. ochroleuca, A. pleiacantha, del resto de las

especies hay muy poca o no existe informacion

Los estudios de estas especies, se han enfocado principalmente en los campos
farmacéutico y quimico, debido a la presencia de metabolitos secundarios (Cuéllar
et al., 2015). Tales como la berberina y la sanguinaria los cuales han demostrado
tener efectos antibacterianos y antifungicos, por lo que han despertado gran
interés para la medicina, ya que podrian ofrecer alternativas naturales para el
tratamiento de infecciones bacterianas y fungicas, contribuyendo a disminuir el
desarrollo de enfermedades cronicas asociadas al dafo oxidativo en las células
(Hernandez-Ruiz et al., 2020). Otros estudios han sugerido que otros compuestos
presentes en Argemone podrian emplearse en la produccién de biopesticidas y
biofertilizantes, lo que ayudaria a promover una agricultura mas sostenible
(Martinez-Delgado et al., 2022). Debido a estas propiedades en las zonas rurales
hay un aprovechamiento intensivo de las especies, pero no cuentan con
programas o estrategias de conservacién, lo cual podria ocasionar a mediano o
largo plazo la pérdida de la diversidad genética de las poblaciones naturales por lo
que es fundamental realizar investigaciones enfocadas a conocer la constitucion y
variacion genética de las poblaciones ya qué si bien se han realizado algunos

estudios con marcadores moleculares entre los que destacan los microsatélites o
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secuencias simples repetidas (SSR), polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restricciéon (RFLP) y la amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (RAPD),
estos se han realizado en Arabia y se han enfocado a estudios filogenéticos de
algunas especies del género Argemone (Karnawat & Malik, 2011) y al estudio de
relaciones interespecificas entre A. mexicana, A. ochroleuca (Bazaid et al., 2011).
Por lo que es primordial realizar estudio de la variacion genética intra e
interespecifica de las poblaciones de especies de Argemone de interés medicinal
y economico entre las que se encuentra A. arida, A. ochroleuca y A. grandifiora,
las cuales se aprovechan en las zonas rurales de México, con el propédsito de

contribuir a su conservacion y al desarrollo de estrategias de aprovechamiento.
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ANTECEDENTES

2.1 Descripcion morfoldgica de Argemone arida, ochroleuca y grandiflora.

Argemone arida, conocida comunmente como “Amapola del desierto”, es una
planta herbacea anual tiende a alcanzar una altura de 0.70 m a 1 m, tiende a tener
un tallo unico, aunque en ocasiones puede contener varios en la base, los cuales
conforme van creciendo tienden a ramificarse, de igual forma son moderadamente
espinosos, las espinas son delgadas y tienen un angulo recto. Sus hojas son
verdosas oblongas, tienden a tener un largo de 13 cm y 5 cm de ancho, contiene
dientes marginales agudos con espinas finas, en la zona del envés se encuentran
espinas sobre todo en el area de las venas principales de las hojas. Los botones
florales tienen una forma tubular con un largo de aproximadamente de 2cmy 1.5
cm de ancho, su capa exterior esta conformada por espinas extremadamente
delgadas (Ownbey, 1958).

Sus flores contienen 6 pétalos de color blanco vibrante que con el paso del tiempo
se tornan de un color café obscuro, el tamafo de cada pétalo va desde los 3.5 a
5.5 cm de largo y de 4 a 4.5 cm de ancho, cuenta con entre 80 a 120 e incluso
mas estambres por flor, los cuales son de un tono amarrillo claro e incluso en
algunas ocasiones pueden llegar a ser de un tono rojizo, las anteras generalmente

son amarillas o tefiidas de morado (Ownbey, 1958).

El fruto es una capsula con forma ovalada, el cual cuenta con 3 a 5 carpelares, su
largo incluyendo el estigma es de alrededor de 25 a 45 mm vy el diametro de 12 a
18 mm, dejando fuera las espinas esparcidas alrededor del fruto, estas tienen un
largo aproximado de 8mm, sin embargo, tienden a ser desiguales, dentro de esta

capsula contiene semillas oleaginosas de unos 2mm de diametro (Ownbey, 1958).

Argemone ochroleuca, también conocida como “chicalote”, es una planta herbacea
bienal que puede alcanzar una altura de 0.30 m a 1 m. Sus tallos ramificados
contienen fuertes espinas esparcidas, de manera perpendicular o ligeramente en
posicién vertical. Sus hojas en un tono verde claro o verde azulado contienen

segmentos dentados acompafados con una espina terminal, los nervios del envés
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en ciertos individuos tienden a desarrollar espinas al igual que las del haz, estas
por lo general tienen un largo de 35 cm, sin embargo, pueden llegar a tener un
mayor o menor tamafno, dependiendo de las cuestiones climaticas a las que se
vea afectada sometida la planta (Calderén de Rzedowski & Rzedowski, 2005).

Sus flores tienen un diametro de 4 -7 cm, el color de sus pétalos varia pueden ser
un tono amarillo-limén, amarillo blancuzco, crema, raramente amarillo-obscuro, la
forma de sus pétalos es cuneada en la parte interna y obovada en la parte exterior.
A. ochroleuca cuenta con entre 40 y 75 estambres por flor, ovarios con al menos 4
0 6 carpelos (Calderén de Rzedowski & Rzedowski, 2005; Ownbey, 1958).

Los botones tienen una forma ovalada, de 15-18 mm de largo por 8-11 mm de
ancho, los sépalos de la planta varian en tamano pueden ser de 8mm e incluso
alcanzar un largo de 12 mm incluyendo la espina terminal (Calderén de Rzedowski
& Rzedowski, 2005; Ownbey, 1958).

El fruto es una capsula de 25-50 mm de largo incluyendo el estigma, su cubierta
contiene espinas grandes de 8-12 mm de largo, dentro de la capsula podemos
encontrar pequefias semillas de color negro de un tamano de 1.5-1.8 mm
(Calderon de Rzedowski & Rzedowski, 2005).

Argemone grandiflora, conocida comunmente como “amapola grande”, es una de

las especies mas notables del género debido a sus grandes y vistosas flores.

Es una planta herbacea anual, que cuenta con una altura de 0.3 m a 1.5 m de
altura he incluso en ocasiones puede llegar a ser algunos centimetros mas alta, de
lo habitual, contiene un tallo ramificado con carencia de espinas en comparacion
con las especies anteriormente descritas (Calderon de Rzedowski & Rzedowski,
2005; Ownbey, 1958).

Sus hojas basales y caulinares son grandes, pueden llegar a medir mas de 40 cm
de largo y 15 cm de ancho, la hojas intermedias y superiores son progresivamente
de menor tamano, regularmente en la cuspide de la plantas, se encuentran en

menor tamafo, el de color de estas es un tono glauco (verde azulado), con
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margenes dentados, sin embargo en esta especie el haz y envés al igual que el
tallo carecen de espinas, de igual manera estan recubiertas por una sustancia

serosa la cual ayuda a contrarrestar la pérdida de agua (Ownbey, 1958).

Figura 1. A) Argemone ochroleuca (1. Flor abierta, 2. Capsula, 3. Rama con flor, 4.
Capsula). B) Argemone grandiflora (1. Botones, 2. Fruto, 3. Flor, 4. Capsula).
Fuente: Barrios Morales.
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Los botones florales tienen una forma semi esférica (Figura 1.), su tamafo va
desde los 14 a 20 mm de largo y 12 a 17 mm de ancho, posee una minima
cantidad e incluso en ocasiones una escasez de espinas y cuentan con cuernos
apicales de 7 a 15 mm de largo, que, aunque finalicen con una punta afilada no
generan un dafo al estar en contacto con ellos (Calderon de Rzedowski &
Rzedowski, 2005).

Las flores son el rasgo mas distintivo de esta especie, ya que son grandes, de
color blanco o ligeramente rosadas, y pueden medir de 6 a 12 cm de diametro, lo
que le da el nombre de grandiflora (que significa “flor grande”). Tiene entre 4 a 6
pétalos, los cuales tienen un largo de 3 a 6 cm y un ancho de 3 a 5 cm, estas
cuentan con mas de 150 filamentos con anteras amarillas. Sus grandes flores
atraen a diversos polinizadores como abejas, mariposas y otros insectos, lo que

facilita la reproduccion de la planta (Calderon de Rzedowski & Rzedowski, 2005).

El fruto, al igual que en las otras especies, es una capsula eliptica espinosa de 20
a 40 mm de largo contando el estigma y 10 a 18 mm de ancho dejando fuera las
espinas que la rodean, contiene semillas negras y oleaginosas con un diametro de
2mm cada una. Esta especie se diferencia sobre todo por la altura, ausencia de
espinas en comparacion con las que con anterioridad fueron descritas (Calderén
de Rzedowski & Rzedowski, 2005).
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2.2 Distribucion geografica

Argemone pertenece a la familia Papaveraceae, este género esta conformado por
60 especies, de las cuales 24 se encuentran distribuidas a lo largo del territorio
mexicano (Figura. 2). Las especies mas encontradas en el norte del pais son
Argemone ochroleuca, Argemone mexicana, Argemone aenea Yy Argemone
grandiflora (Ownbey,1958;0jeda, 1982).
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Figura. 2 Distribucion geografica del género Argemone por el territorio mexicano. Fuente:

h //mexico.inaturalist.or X 1-Argemon

A. arida se encuentra distribuida principalmente en el altiplano mexicano,
abarcando los estados de Chihuahua, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi,
Guanajuato e Hidalgo. Esta especie se desarrolla en altitudes que van desde los
1900 hasta los 2300 metros sobre el nivel del mar, lo que la situa en areas
semiaridas y de clima templado. A pesar de ser considerada una maleza por su
capacidad de adaptacion a diversos suelos perturbados y ambientes marginales,

en realidad, es una especie poco comun en términos de densidad poblacional, ya
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que no es abundante en las regiones donde se distribuye. Su presencia es

intermitente, y en muchas areas se le encuentra de manera escasa (Ojeda, 1982).

A. ochroleuca, es una planta ampliamente distribuida a lo largo de México, siendo
especialmente comun en las regiones aridas y semiaridas del pais, la podemos
encontrar en los estados de Baja California Sur, Sonora, Chihuahua, Coahuila,
Tamaulipas, Sinaloa, Durango, Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi,
Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Ciudad de
México, Estado de México, Puebla, Tlaxcala, Veracruz y Guerrero. Su presencia
es notable en el altiplano central y en las zonas desérticas del noroeste, donde
prospera en ambientes alterados por la actividad humana. Es frecuente
encontrarla a lo largo de caminos, carreteras y areas de vegetacion perturbada, lo
que refleja su capacidad de adaptarse a suelos degradados y condiciones
adversas (Ojeda, 1982).

Esta especie, se desarrolla en altitudes que oscilan entre los 1700 y 2200 metros
sobre el nivel del mar. Las zonas donde prolifera estan caracterizadas por un clima
arido a semiarido, con largos periodos de sequia, o que subraya su resistencia y
capacidad de sobrevivir en condiciones extremas (Calderon de Rzedowski &
Rzedowski, 2005).

A. fructicosa es una planta endémica de Meéxico, la cual cuenta con una
distribucion geografica restringida, hasta el momento la escasa literatura
disponible hasta la fecha, su presencia ha sido unicamente documentada en el
estado de Coahuila. Esta especie probablemente se encuentre en microhabitats
especificos dentro del ecosistema arido coahuilense, lo que podria explicar su
limitada distribucion (Ojeda, 1982). A. grandiflora, es una especie que se
encuentra distribuida en las partes semiaridas del noroeste del pais principalmente
en los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo y
Veracruz. Se desarrolla en altitudes que abarcan desde los 650 hasta los 2200
metros sobre el nivel del mar, lo que le permite habitar en una variedad de

ecosistemas (Ojeda, 1982).
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2.3 Clasificacion taxondmica

La taxonomia proporciona un marco organizativo fundamental para reconocer,
interpretar y valorar la diversidad de los seres vivos. Esta disciplina es esencial
para la conservacion de la biodiversidad, ya que permite clasificar y nombrar las
especies, facilitando su estudio y proteccion (Maxted et al., 1997; Sarukhan,
2008).

Ademas, la actividad taxondémica aporta informacién clave para cuantificar y
evaluar la variabilidad genética de los organismos. Esto permite comprender el
rango de variacion dentro de un taxon, asi como la distribucién geografica y la
frecuencia relativa de los diferentes tipos de habitats en los que se encuentran.
Estos datos son fundamentales para la recoleccion de germoplasma y la
determinaciéon del grado de amenaza de extincidon en distintos taxones (Frankel et
al., 1995; Sarukhan, 2008).

Por lo tanto, la taxonomia no solo organiza el conocimiento sobre la diversidad
bioldgica, sino que también desempefia un papel crucial en la planificacién y

ejecucion de estrategias de conservacion efectivas.

Las especies de la familia Papaveraceae entre las que se encuentran las del
género Argemone, incluyen hierbas anuales, bienales o perennes y, en casos
excepcionales, arbustos perennifolios o pequefios arboles. Estas plantas pueden
producir un latex de consistencia lechosa o acuosa, que puede o no estar
pigmentado (Calderon de Rzedowski & Rzedowski, 2005; Ownbey, 1958).

En cuanto a la morfologia externa, algunas especies presentan estructuras
punzantes como espinas y, en ciertos casos, coléteres, que son estructuras

especializadas en la secrecion de sustancias (Ownbey, 1958).

Las hojas, en su mayoria, son alternas, aunque en algunas especies pueden
disponerse en pares, en verticilos alrededor del tallo o concentradas en la base de
la planta. Generalmente, estan divididas en secciones y pueden presentar bordes

dentados o espinosos. En algunas especies, las hojas se han modificado en
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zarcillos que facilitan su capacidad trepadora. Cabe destacar que las plantas de
esta familia carecen de estipulas (Calderén de Rzedowski & Rzedowski, 2005;
Ownbey, 1958).

Si bien estas son caracteristicas generales de la familia, dentro del género
Argemone se observan diferencias morfolégicas entre sus especies, lo que
permite su diferenciacion. Algunos de los rasgos mas evidentes incluyen la
disposicion y ramificacién de las hojas, la presencia y densidad de espinas, la
coloracion de las flores y la forma de la capsula. Las diferencias en estas
caracteristicas son la base de la presente clasificaciéon taxonémica a nivel de las
especies en Argemone ochroleuca, Argemone mexicana, Argemone aenea y
Argemone grandiflora, y el resto de las especies del género (Calderén de
Rzedowski & Rzedowski, 2005; Ownbey, 1958).

Clasificacion taxonomica de las especies del género Argemone

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliidae

Subclase Magnoliidae

Orden Papaverales

Familia Papaveraceae - "il""”i
Subfamilia Papavereae N "tf//
Género Argemone L. \*;

Figura 3. Compilacion de fotografias de especies de Argemone. Fuente:

https://mexico.inaturalist.org/taxa/58951-Argemone

A pesar de que los sistemas de clasificacion taxondmicos actuales estan bien
fundamentados, aun existen dificultades para definir correctamente los grupos
dentro de la familia a nivel de serie. Esto resalta la necesidad de complementar los
estudios taxondmicos tradicionales con herramientas bioquimicas, citogenéticas y

moleculares, que permitan establecer una clasificacién mas precisa y robusta.
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2.4 La evolucién de la taxonomia vegetal y sus retos actuales

La taxonomia vegetal constituye un pilar fundamental para el estudio de la
biodiversidad, al encargarse de identificar, nombrar y organizar las especies. Su
desarrollo ha pasado de enfoques practicos y descriptivos a una disciplina
cientifica que integra principios evolutivos y herramientas genéticas. En particular,
los avances en biologia molecular han facilitado la identificacién de especies, la
delimitacidon de grupos taxonomicos y el analisis de sus relaciones evolutivas,
aspectos cruciales al estudiar la variabilidad genética dentro y entre especies
(Rouhan & Gaudeul, 2021).

No obstante, esta area enfrenta limitaciones importantes, como la falta de
especialistas y recursos, especialmente en regiones con alta diversidad bioldgica.
Ante ello, se ha impulsado una taxonomia integradora que considere
caracteristicas morfologicas, genéticas y ecoldgicas, con el fin de lograr

clasificaciones mas sélidas (Rouhan & Gaudeul, 2021).
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2.5 Deteccidn de la variabilidad genética

La replicacion del ADN es un proceso altamente eficiente y fascinante, en gran
medida debido a la precisidén de las ADN polimerasas y a los sofisticados sistemas
de correccion de errores presentes en las células. Estos mecanismos trabajan en
conjunto para asegurar que la integridad de la molécula de ADN se mantenga
estable a lo largo de las divisiones celulares. Sin embargo, a pesar de esta
eficiencia, la replicaciéon del ADN no es completamente infalible. Diversos factores
pueden inducir cambios en la secuencia de nucledtidos, lo que puede resultar en
mutaciones. Estas mutaciones, a su vez, son responsables de la generacion de la

variabilidad genética dentro de una poblacion (Ramirez-Bello, 2019).

La variabilidad genética es un fenomeno crucial en la evolucién y adaptacion de
las especies. Se origina principalmente a partir de mutaciones cromosémicas y
génicas, que pueden alterar la estructura o la funcion de los genes. Estas
mutaciones se transmiten a través de la reproducciéon, ya sea asexual o sexual,
permitiendo que las variaciones genéticas se propaguen a lo largo de las
generaciones. En la reproduccion asexual, las mutaciones se transmiten
directamente a la descendencia, mientras que, en la reproduccion sexual, la
recombinaciéon genética y la segregacion independiente de los cromosomas
durante la meiosis contribuyen a la diversidad genética (Duarte-Escalante et al.,
2014).

Para detectar y estudiar estas variaciones en la secuencia del ADN dentro del
genoma, se han desarrollado diversos meétodos y técnicas. Entre ellos se incluyen
la secuenciacion del ADN, la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), la
hibridacion gendmica comparativa (CGH), los polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), y los analisis de microsatélites, entre otros.
Cada uno de estos métodos ofrece ventajas particulares dependiendo del tipo de
variabilidad genética que se desea investigar y de la precision requerida en el

analisis (Duarte-Escalante et al., 2014).
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El estudio de la variabilidad genética no solo es fundamental para comprender los
mecanismos evolutivos, sino que también tiene aplicaciones practicas en campos
como la medicina, la agricultura y la conservacion de la biodiversidad(National
Research Council, 1989). Por ejemplo, en la medicina, la identificacion de
variaciones genéticas puede ayudar a predecir la susceptibilidad a ciertas
enfermedades, a desarrollar tratamientos personalizados y a comprender mejor

las bases genéticas de diversas patologias (Kumar, 2025).

2.5.1 Amplificacién por reaccién de cadena en polimerasa (PCR)

En 1986 se desarrolla la técnica reaccion en cadena de la polimerasa o PCR por
sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction, por Kary Mullis ganando en 1993
el premio Nobel de Quimica, ya que es una de las técnicas mas importantes de la
biologia molecular, puesto a que nos permite obtener de manera in vitro millones
de copias partiendo de un fragmento de ADN (Klug et al., 2006;Gonzalez et al., s/f;
Zhu et al., 2020).

Esta técnica se basa en tres pasos esenciales, el primero, desnaturalizacion, en
donde la doble cadena de ADN se desnaturaliza a una temperatura de 90-95°C, lo
que genera dos cadenas sencillas, este paso se alcanza en aproximadamente 5

minutos (Figura 4) (Gonzalez et al., s/f; Zhu et al., 2020).

El segundo paso se denomina hibridacion, en este se disminuye la temperatura de
reaccion hasta unos 50-70°C, a esta temperatura los cebadores se unen al ADN
de cadena sencilla (Figura 4). Por ultimo, tenemos la etapa de la amplificacion, en
la cual entra una DNA polimerasa que sea resistente a altas temperaturas (Taq
polimerasa), puesto que la sintesis de DNA se realiza en 70-75°C. La Taq
polimerasa extiende los cebadores y va adicionando nucledétidos en una direccion
5°- 37, logrando asi una copia de la hebra molde de ADN (Figura 4) (Zhu et al.,
2020).

Esta técnica se basa en la replicacion celular en donde actuan varias proteinas

que ayudan a sintetizar dos nuevas hebras de ADN a partir de otra, la cual
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funciona como hebra molde (Bohinski, 1991). La informacion obtenida de la hebra
molde es utilizada para sintetizar dos cebadores oligonucleétidos (extremo 5" y
extremo 3°). Se agregan cebadores a una muestra en donde las cadenas de ADN
se encuentren separadas, para que estos se unan a los nucledtidos
complementarios que flanquean la secuencia a clonar. Luego de la hibridacion se
agrega el DNA polimerasa que sea resistente a altas temperaturas, esta proteina
sintetiza una segunda cadena de ADN. La reiteracion de estos pasos crea mas
copias del ADN, en conclusion, la PCR esta dada por 3 pasos (desnaturalizacion,
hibridacion y amplificacion) (Figura 4) (Klug et.al, 2006;(Gonzalez et al., s/f; Zhu et
al., 2020).
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Figura 4. Etapas PCR: 1. Desnaturalizacion, 2. Hibridacién, 3. Amplificacion.

Fuente: Barrios Morales.

2.5.2 Técnicas para la Deteccion de la Variabilidad Genética

Los marcadores moleculares son herramientas fundamentales en el estudio de la
genética, ya que permiten acceder a la informacion genética especifica de cada
organismo. Estos marcadores son capaces de identificar variaciones en la
secuencia del ADN, lo que resulta esencial para la investigacion genética y la
caracterizacion del germoplasma vegetal. Debido a su precisiéon y utilidad, los
marcadores moleculares se emplean extensamente en estudios de diversidad

genética, mapeo de genes y en la identificacion de caracteristicas hereditarias
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(Ricci & Junqueira, 2008). ElI Polimorfismo de Longitud de Fragmentos
Amplificados (AFLP), son marcadores genéticos de tipo dominante, que pueden
ser monitoreados de manera codominante (Williams et al., 1990). Utilizan la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para examinar de manera
rapida y eficiente la diversidad genética en diferentes grupos poblacionales. La
alta reproducibilidad y facilidad de uso de los AFLP los hace especialmente
valiosos en areas como la sistematica, la tipificacion patogénica, la genética de
poblaciones, el mapeo de loci asociados a caracteristicas cuantitativas (QTL), asi
como en la creacion de huellas o perfiles de ADN especificos (de Carvalho et al.,
2020) . Estas caracteristicas convierten a los AFLP en una herramienta versatil y

de gran utilidad en la genética.

ADN Polimérfico Amplificado al Azar (RAPD), son marcadores genéticos
dominantes que identifican variaciones tanto en homocigotos como en
heterocigotos. Aunque la reproducibilidad de los RAPD puede depender de la
estricta adherencia a los protocolos experimentales, su simplicidad es destacable
ya que no requieren informacion gendmica previa (Elkady et al., 2022). Los RAPD
utilizan iniciadores universales y solo necesitan una pequefia cantidad de ADN, lo
que los hace ideales para la construccibn de mapas genéticos, el mapeo de
caracteristicas especificas en poblaciones, la generacion de huellas de ADN, el
analisis de germoplasma y la evaluacion de distancias genéticas entre individuos.
Ademas, son utiles para calcular la contribucidon relativa de los progenitores en

estudios de cruzamiento (Babu et al., 2021).

La técnica Polimorfismo Asociado a Sitios de Restriccion (RFLP), es utilizada para
el analisis de un numero moderado de muestras con un nivel de resolucion
relativamente bajo (Elkady et al., 2022). Es especialmente eficaz en el mapeo de
genes tanto en mamiferos como en plantas. Los marcadores RFLP son
codominantes, lo que significa que pueden detectar variaciones genéticas en
homocigotos y heterocigotos (Ullah et al.,, 2021). Segun las necesidades del
experimento, pueden requerir o no informacion previa sobre la secuencia del ADN.

RFLP es especialmente util para la deteccion de mutaciones conocidas, lo que lo
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convierte en una herramienta flexible para la investigacion genética
(Labadie-Bracho & Adhin, 2023).

ECOTILLING es una técnica derivada del método de Localizacién Dirigida de
Lesiones Inducidas en Genomas (TILLING) utilizada para la identificacion de
polimorfismos de nucleotido simple (SNP) (Selvakumar et al., 2023). A diferencia
del método original, ECOTILLING no utiliza agentes mutagénicos para inducir
mutaciones, sino que se basa en la formacién de heteroduplex y en el corte
enzimatico en las posiciones donde se produce un cambio de nucleétido,
utilizando monitoreo fluorescente. Esta técnica es ampliamente utilizada para
descubrir SNPs tanto en humanos como en plantas, y su alta sensibilidad la hace

ideal para estudios genéticos detallados (Chen et al., 2014).

Analisis de Numero Variable de Repeticiones en Loci Multiples (MLVA), es una
técnica que se emplea para estudiar la variabilidad en el numero de repeticiones
de secuencias cortas en multiples loci a lo largo del genoma. Este tipo de
marcador molecular es particularmente util en estudios de genética forense,
analisis de parentesco, y en la investigacion de la diversidad genética dentro de
poblaciones (Fasanella et al., 2005; Khan et al., 2020). MLVA ofrece una alta
resolucion y es capaz de diferenciar entre individuos con gran precision (Nadon et
al., 2013).

Los microsatélites, también conocidos como repeticiones de secuencias simples
(SSRs), consisten en secuencias cortas de ADN que se repiten en tandem y
presentan un alto grado de polimorfismo. Dada su abundancia en los genomas de
organismos eucariotas y su gran variabilidad entre individuos, los microsatélites
son ampliamente utilizados en estudios de genética de poblaciones, mapeo de
genes y analisis de parentesco. Su naturaleza codominante y alta reproducibilidad
los convierten en una herramienta poderosa para detectar variaciones genéticas y

estudiar la estructura genética de poblaciones (Milbourne et al., 1998).
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2.5.3 Marcadores moleculares en Argemone

El uso de marcadores moleculares ha revolucionado la manera de estudiar la
variabilidad genética y la dinamica evolutiva de las especies. A través de técnicas
como los microsatélites (SSR), el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) y la amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (RAPD), ha sido
posible analizar tanto la diversidad genética intra e inter poblacional como las
adaptaciones que permiten a estas plantas del género Argemone, prosperar en
una amplia gama de habitats. Estas herramientas han brindado informacion
respecto a la genética de Argemone, sobre su potencial ecolégico y econdémico,
ofreciendo nuevas perspectivas para su conservacion y aprovechamiento
sostenible (Bazaid et al., 2011; Cuéllar et al., 2015; Hernandez-Ruiz et al., 2020;
Karnawat & Malik, 2011; Martinez-Delgado et al., 2022).

Hasta el momento, la literatura reporta el uso de la técnica RAPD-PCR para el
analisis molecular de nueve muestras del género Argemone, empleando diez
cebadores aleatorios. En dicho estudio se obtuvo un total de 108 fragmentos de
ADN, de los cuales 28 presentaron caracteristicas polimoérficas. Las muestras
codificadas como PS21 mostraron un numero variable de fragmentos
amplificados: 84, 82, 83, 87 y 85, respectivamente. Entre los 108 fragmentos
obtenidos, se identificaron 14 fragmentos unicos, los cuales pueden funcionar
como marcadores moleculares, ya que permiten reconocer caracteristicas

genéticas especificas de las plantas analizadas (Bazaid et al., 2011).

La identificacion de estos fragmentos unicos fue posible gracias al uso de
multiples cebadores en la técnica RAPD-PCR, lo que permiti6 una amplificacion
significativa del ADN vy facilité la distincion de marcadores genéticos particulares.
Este enfoque no solo brind6 informaciéon valiosa sobre la diversidad genética
presente entre las muestras, sino que también representa una base sélida para

futuras investigaciones en el campo de la genética vegetal (Bazaid et al., 2011).

29



2.5.4 Método para evaluar la integridad del ADN

La evaluacion de la integridad del ADN es un paso clave en estudios genéticos y
biotecnolégicos, ya que cualquier dafio o degradacién en la molécula puede alterar
significativamente los resultados obtenidos. Para garantizar la calidad de las
muestras de ADN, existen diversas técnicas que permiten detectar su estado. Una
de las mas frecuentemente empleadas es la electroforesis en gel de agarosa, una
técnica ampliamente usada para la separacion y analisis de fragmentos de ADN
(Herraez & Luque Bazan, 2012; Klug et al., 2011).

Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis es un método que se basa en la migracién de particulas
cargadas a través de un campo eléctrico. Este fendbmeno se aprovecha para
separar moléculas, como el ADN, segun su tamafo y carga (Bioseparaciones,
2011; Cases & Hens, 1994) . Un sistema de electroforesis generalmente consta de
tres fases interrelacionadas. La primera es una fase liquida que contiene
electrolitos, los cuales facilitan la conduccion de la corriente eléctrica a través del
sistema. La segunda es una fase sodlida, que puede ser de diferentes tipos (papel,
membranas, o geles como los de agarosa), y que actua como el soporte por el
cual migran las moléculas. Por ultimo, hay una fase gaseosa que esta en equilibrio

con el liquido (Bioseparaciones, 2011; Herraez & Luque Bazan, 2012).

Antes de iniciar el proceso de separacion, es esencial que el sistema alcance un
estado de equilibrio termodinamico. Esto significa que el sistema debe estar en
una situaciéon estable en cuanto a temperatura, ademas de contar con potenciales
eléctricos y quimicos uniformes. Este equilibrio asegura que no haya variaciones
locales que interfieran con el comportamiento de las moléculas durante su

migracion (Cases & Hens, 1994).

Una vez que el ADN u otras moléculas cargadas ingresan al sistema, este
equilibrio se rompe temporalmente, ya que las particulas responden de manera

diferente al campo eléctrico en funcidén de su carga y tamafio. En el caso del ADN,
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que esta negativamente cargado, las moléculas migraran hacia el electrodo
positivo, con fragmentos mas grandes moviéndose mas lentamente que los
pequenos, debido a la resistencia impuesta por el gel. Ademas del campo
eléctrico, otros fendbmenos como la difusion también juegan un papel importante,
ya que las moléculas tienden a desplazarse de areas de mayor concentracion a
areas de menor concentracion. Todos estos procesos permiten que las moléculas
se separen y se distribuyen a lo largo del gel, generando un patrén caracteristico
(Bioseparaciones, 2011; Cornejo Romero et al., 2014; Valcarcel Cases & Gémez
Hens, 1994).

Esta técnica es especialmente util para separar macromoléculas biolégicas, como
acidos nucleicos o proteinas, debido a su capacidad para discriminar en funcién
del tamano (Cases & Hens, 1994). La electroforesis en gel de agarosa se ha
convertido en una herramienta esencial en laboratorios de biologia molecular, ya
que proporciona una manera relativamente simple y rapida de evaluar la integridad
del ADN, permitiendo visualizar si las muestras estan intactas o si han sufrido

fragmentacion (Klug et al., 2011).

2.6 Métodos de agrupamiento genético para la construccion de dendrogramas a
partir de datos moleculares.

La construccién de arboles filogenéticos es un proceso esencial en la biologia
molecular y la bioinformatica. Los métodos disponibles pueden clasificarse en
varias categorias segun el enfoque empleado, como aquellos basados en
distancias, parsimonia, maxima verosimilitud y modelos bayesianos. Cada uno de
estos métodos ofrece ventajas y se adapta a diferentes tipos de datos y preguntas

de investigacion (Kolhmann, 1994; Tamura et al., 2011).

En los métodos basados en distancias, se utiliza esta medida como una
representacion del grado de divergencia entre dos secuencias, considerandola
una aproximacion al tiempo transcurrido desde que ambos se separaron de un
ancestro comun. El procedimiento comienza con la generacion de una matriz de

distancias por parejas de secuencias, obtenida a partir de un alineamiento
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multiple. En este proceso, toda la informacidn sobre similitudes y diferencias entre
dos secuencias queda resumida en un unico numero, lo que simplifica la

representacion de las relaciones evolutivas (Kolhmann, 1994; Tamura et al., 2011)

El calculo de la distancia entre secuencias puede hacerse de varias maneras.
Aunque podria emplearse un estadistico sencillo, como el porcentaje de
posiciones diferentes entre dos secuencias, en la practica se suelen aplicar
métodos mas preferidos. Estos métodos tienen en cuenta el fendmeno de
saturacioén, que ocurre cuando multiples mutaciones afectan la misma posicién en
una secuencia y enmascaran los cambios reales observables. Para superar este
problema, se utilizan modelos de mutacidon que permiten estimar la distancia real
calculando en los cambios detectados, o que asegura que esta se mantiene en

proporcion lineal con el tiempo (Kolhmann, 1994).

Una vez generada la matriz de distancias, se utilizan diversos métodos
estadisticos para reconstruir el arbol filogenético. Entre los mas comunes se
encuentran el UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) y el
método de unién de vecinos (Neighbor-Joining). Estos métodos no son exclusivos
de la filogenia y también se emplean en otros contextos que requieren
clasificaciones jerarquicas. Su principal ventaja radica en su velocidad y eficiencia,
ya que permiten analizar secuencias largas y un gran numero de individuos con

recursos computacionales relativamente limitados (Hua et al., 2017)

El analisis no termina con la construccién del arbol, ya que es necesario evaluar
su precision y confiabilidad. Esto se realiza mediante pruebas como la prueba de
compensacion cofenético, que compara una nueva matriz de distancias, generada
a partir del arbol, con la matriz original para determinar el nivel de compensacion
entre ambas. También se puede emplear un analisis de bootstrap, que consiste en
realizar muestreos repetidos de los datos originales para validar la robustez de las

ramas y asegurar la solidez de las conclusiones (Romesburg, 2004).

En resumen, los métodos basados en distancias ofrecen una herramienta

poderosa para reconstruir arboles filogenéticos de manera eficiente, aunque su
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correcta aplicacion depende de entender sus limitaciones vy validar
adecuadamente los resultados obtenidos (Kolhmann, 1994; Romesburg, 2004;
Tamura et al., 2011).

2.6.1 Método de agrupamiento UPGMA e indice de similitud JACCARD.
Método de grupos de pares no ponderados con media aritmética (UPGMA)

El método UPGMA es una técnica de agrupamiento utilizada para reconstruir
arboles filogenéticos. Se basa en identificar las parejas de secuencias mas
similares y calcular la media de las distancias entre ellas y el resto de las
secuencias. A partir de este proceso, se construye un arbol filogenético.(Hua et al.,
2017; Romesburg, 2004).

Este método es unicamente adecuado cuando se cumple la hipotesis del reloj
molecular, es decir, cuando todas las secuencias han evolucionado a la misma
velocidad. UPGMA genera arboles ultra métricos, lo que significa que todas las
ramas desde la raiz hasta los nodos terminales tienen la misma longitud (Lin et al.,
2015).

Método de Unidn de Vecinos

El método de unién de vecinos es ampliamente utilizado en la construccién de
filogenias de secuencias. A diferencia de UPGMA, los arboles generados por este
método no son ultra-métricos, lo que lo hace ideal para casos en los que no se
puede garantizar que todas las ramas hayan evolucionado a la misma velocidad.
En otras palabras, es el método recomendado cuando no se cumple la hipotesis
del reloj molecular, permitiendo reflejar tasas de evolucion variables entre

diferentes ramas (Lin et al., 2015).

2.6.2 Coeficiente de similitud de Jaccard

El coeficiente de similitud de Jaccard, también conocido como coeficiente de

Tanimoto, mide la similitud entre dos conjuntos de datos binarios (Figura 5). Se
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define como el tamafo de la interseccion dividido por el tamafio de la union de los

conjuntos.
Este coeficiente produce un valor entre 0 y 1, donde:

1. 0 indica que no hay elementos en comun.

2. 1 indica que ambos conjuntos son idénticos.

A partir de estos valores, se genera una matriz de similitud que luego se convierte
en una matriz de distancia, calculada como 1 - matriz de similitud. Las matrices
de distancia utilizan caracteres alfanuméricos como identificadores para

representar las relaciones entre los datos analizados (Halffter et al., 2005).

Jaccard Similarity

COMPUTE THE SIMILARITY BETWEEN TWO OBJECTS

® E A @

Ci

c1 A A

sim(c1, c2) ==p

c2 Cl O

Cz2

JACCARD SIMILARITY

Z
+m+A  2+1+1 005

Figura 5. Ejemplo del calculo de la similitud de Jaccard entre dos conjuntos (C1
y C2): muestra una matriz binaria de presencia/ausencia, un diagrama de Venn
con su interseccion 'y la  formula  resultante  J=0.5. Fuente:

https://storage.googleapis.com/lds-media/images/jaccard similarity.width-1200.jpg
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JUSTIFICACION

El estudio de la variabilidad genética en especies del género Argemone es crucial,
ya que este grupo de plantas representa tanto un recurso biolégico de valor
potencial en la medicina tradicional y la agricultura sostenible como un
componente clave para la salud de los ecosistemas en México. Aunque en
algunos casos estas especies se consideran invasoras, su capacidad de controlar
la erosién y su potencial para enriquecer suelos pobres las hace valiosas en areas

de agricultura intensiva o degradadas.

Dado que las especies de Argemone son ampliamente aprovechadas en
comunidades rurales, su explotacion sin un manejo adecuado puede llevar a una
pérdida significativa de diversidad genética, afectando la resiliencia y adaptabilidad
de sus poblaciones naturales. La variabilidad genética constituye una base
esencial para la adaptacion y supervivencia de las especies, y su estudio ofrece

un fundamento solido para desarrollar estrategias de conservacion informadas.

Esta investigacion también se justifica por el potencial ecolégico y econémico de
los metabolitos secundarios presentes en Argemone, como la berberina y la
sanguinaria, que poseen propiedades antibacterianas y antifungicas con posibles
aplicaciones en la industria farmacéutica y en la agricultura. El conocimiento de la
variabilidad genética en relaciéon con la composicion quimica podria abrir nuevas
oportunidades para su aprovechamiento sostenible y, al mismo tiempo, reducir la

dependencia de agroquimicos en cultivos agricolas.

Ademas, los resultados de este estudio podrian orientar la implementacion de
politicas de conservacion y manejo de las especies de Argemone, facilitando el
desarrollo de estrategias de preservacion de su diversidad genética en un contexto
de explotacion controlada. Esto no solo contribuira a la proteccion de los recursos
bioldégicos de México, sino que también fortalecera las oportunidades de desarrollo

sostenible para las comunidades que dependen de estos recursos.
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HIPOTESIS

Las poblaciones de especies del género Argemone en México presentan una alta
diversidad genética intra e interespecifica, la cual esta correlacionada con
variaciones en la produccién de metabolitos secundarios como la berberina y la
sanguinaria. Esta diversidad genética y quimica confiere a las poblaciones
ventajas adaptativas que les permiten persistir en ecosistemas con distintos
grados de perturbacion y suelos degradados, y constituye un recurso potencial
para la seleccibn de poblaciones con propiedades bioactivas Optimas para

aplicaciones farmacéuticas y agricolas sostenibles.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la variabilidad genética intra e interespecifica de poblaciones mexicanas
de Argemone arida, Argemone ochroleuca y Argemone grandiflora, con el
propésito de generar conocimiento que contribuya a la conservacion de su
diversidad genética y a la exploracion de su potencial aprovechamiento en

aplicaciones medicinales y agricolas.
Objetivos Especificos

e |dentificar el o los iniciadores con el que se obtiene mayor polimorfismo y
bandas especificas a nivel intra e interespecifico.

e Determinar las relaciones genéticas intraespecificas e interespecificas de
poblaciones naturales de Argemone en diferentes regiones de México
mediante el uso de RAPD de como marcadores moleculares.

e Determinar si el uso de marcadores moleculares RAPD permite la

discriminacion o diferenciacion entre especies del género Argemone.
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MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta de material biolégico

Se colectaron plantas de Argemone arida, Argemone ochroleuca, Argemone
grandiflora, respectivamente en los estados de Hidalgo, Guanajuato y Michoacan
de la republica mexicana (Figura 6), A. arida Rose fue recolectada en terrenos
adyacentes a la carretera México-Tuxpan, en las proximidades del municipio de
Singuilucan, en el estado de Hidalgo. Se colectaron 12 plantas, respetando una
distancia de 5 metros entre cada una de ellas para asegurar la representatividad

de la poblacion.

A. ochroleuca Sweet fue recolectada en el municipio de Tulancingo de Bravo,
Hidalgo, a wuna distancia de 15 metros de la orila de la carretera
Tulancingo-Santiago Tulantepec. En este sitio se obtuvo una muestra de 12
individuos, al igual que con A. arida se tomd una respectiva distancia de 5 metros

entre cada individuo.

A. grandiflora Sweet, se realizo la colecta de 2 individuos con una distancia de 8
metros entre cada individuo, en el Cerro Prieto, localizado a 3 kildmetros al norte

de Atarjea, en el estado de Guanajuato

De las poblaciones de A. ochroleuca y de A. arida, adicionalmente se colecto y
prenso un ejemplar para posteriormente corroborar con las claves taxonémicas de

la especie.

6.2 ldentificacion taxondmica de Argemone ochroleuca y Argemone arida

Para la corroborar las especies las plantas de Argemone ochroleuca y Argemone
arida, previamente secadas en prensas botanicas se llevaron al Herbario de la
Universidad Nacional Auténoma de México y para la identificacién se utilizaron
claves taxondmicas especializadas del género (Argemone en Flora de
Norteamérica, s/f). El primer paso en la identificacion consistid en la observaciéon

general de la planta, prestando especial atencion a su tamafio y forma. Luego, se
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examino el tallo, donde se registré la presencia de espinas, el tipo de ramificacidon

y el exudado lechoso caracteristico del género Argemone.

Posteriormente, se analizaron las hojas, tomando en cuenta su disposicion, ya
fuera alterna u opuesta, asi como su forma y el tipo de margen, que podia ser
dentado o lobulado. También se observo la presencia de espinas y la coloracion

del follaje.

El estudio continué con la observacion de las estructuras reproductivas. En las
flores, se describe el color de los pétalos, el numero total de estos y su diametro,
ademas de registrar la presencia de nectarios. En cuanto al fruto, se identifico el
tipo de capsula, prestando especial atencion a su forma y la existencia de espinas.
Finalmente, se analizaron las semillas, evaluando su tamafo, forma y color.
Durante el proceso de la identificacion se siguié paso a paso la clave taxondmica y
las caracteristicas observadas fueron comparadas con ejemplares de referencia
existentes en el Herbario de la Universidad Nacional Autébnoma de México. Una
vez corroborada su identidad, los ejemplares estudiados fueron formalmente
depositados en dicho herbario, donde quedaran disponibles para futuras
investigaciones y consultas cientificas, con el siguiente numero de folio No.
1567169 para A. ochroleuca y No.1567170 para A. arida.

6.3 Liofilizacion del material biolégico

Las hojas de las plantas colectadas fueron almacenadas individualmente en
bolsas de papel glassine de 5x8cm con pequefios orificios, los cuales ayudan a
dar paso al aire frio. En cada bolsa se colocaron independientemente cuatro hojas
de los 28 individuos colectados de Argemone, y se etiquetan siguiendo un
protocolo riguroso de manejo de muestras y numero asignado a las muestras de

cada especie.

Posteriormente para garantiza la éptima conservacion de las muestras y el éxito

en la extraccion de ADN las muestras fueron sometidas a un proceso de
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liofilizacion utilizando un equipo LABCONCO modelo 00180547, bajo las

siguientes condiciones:

1.

Temperatura de congelacion inicial: Las hojas se congelaron a una
temperatura de -80°C, lo que permitié la formacién rapida de cristales de
hielo pequefios, minimizando el dafio estructural en los tejidos vegetales.
Presion aplicada: Se aplicd un vacio de 200 Pa / 2 mBar para facilitar la
sublimacién del agua contenida en las hojas sin que ésta pasara por la fase
liquida.

Tiempo de liofilizacion: El proceso de sublimacion primaria se extendio
durante 120 horas continuas, asegurando la eliminacion completa del agua
en las muestras.

Fase de desorcidon secundaria: Una vez finalizada la sublimacién, las
muestras pasaron por una etapa de desorcidbn secundaria a una
temperatura de (insertar temperatura) durante (insertar tiempo), con el fin

de eliminar cualquier rastro de humedad residual adsorbida en las hojas.

6.4 Aislamiento de ADN Gendmico a partir de Tejido Foliar

El ADN gendmico de las plantas fue aislado a partir de 0.3 g de tejido foliar

liofilizado, siguiendo un método modificado de Dellaporta (1983) como se detalla a

continuacion:

1.

Maceracion del tejido foliar: Se colocaron 0.3 g de tejido foliar en morteros
previamente esterilizados, y se maceran hasta obtener un polvo fino.

Lisis celular: El tejido pulverizado se transfirio a tubos Corning de 15 ml de
capacidad. A cada muestra se le anadieron 7 ml de Solucién A (500 mM de
NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM EDTA, 1.3% SDS, 0.2%
B-Mercaptoetanol) y se incubé en bafio maria a 65°C durante 10 minutos.
Precipitacion de proteinas: Se afiadieron 3 ml de Solucion B (5M Acetato de
Potasio) a cada muestra, mezclando suavemente, y se incubaron en hielo

durante 30 minutos.
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. Centrifugacion: Las muestras se centrifugaron a 4°C durante 15 minutos a
4000 rpm.

. Precipitacion de ADN: El sobrenadante se transfiri6 a un tubo Corning
limpio, se afiadieron 7 ml de isopropanol frio, y se incubo a -20°C durante 5
horas.

. Recuperacion del ADN: Tras centrifugar las muestras por 5 minutos, se
decant6 el sobrenadante y se transfirio la pastila de ADN a tubos
Eppendorf de 2 ml de capacidad. La pastilla se secé a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

. Resuspension del ADN: La pastilla se resuspendid en 600 pl de
amortiguador de dilucién (50 mM de Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA). A
continuacién, se anadieron 5 pl de RNAsa (10 mg/mL), mezclando
suavemente, e incubando a 37°C durante 2 horas.

. Detencion de la reaccion enzimatica: Para detener la reaccidn enzimatica,
se anadieron 75 pl de Acetato de Na (3M) y 400 ul de isopropanol frio,
seguido de una incubacion a -20°C durante 20 minutos.

. Limpieza del ADN: Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm y 4°C
durante 5 minutos. Se decantd el sobrenadante y la pastilla se lavo tres

veces con 500 pl de etanol al 80%, mezclando suavemente.

10.Secado y almacenamiento: Finalmente, se centrifugd la muestra a 12,000

rom y 4°C, se sec6 la pastilla en un desecador con vacio durante 1 hora, y
se resuspendido en 100 pl de TE. EI ADN se almacend a 4°C hasta su

posterior uso.

6.5 Evaluacion del grado de integridad del ADN

Para evaluar la integridad del ADN previamente extraido, se emplearon dos

métodos complementarios. En primer lugar, se realizd una electroforesis en gel de

agarosa para visualizar la calidad y posible degradacién del ADN. Posteriormente,

aquellas muestras que presentaban una buena resolucion en el gel fueron

analizadas mediante espectrofotometria, con el fin de determinar su pureza y

concentracion (Garcia-Alegria et al., 2020; Klug et al., 2011).
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6.5.1 Electroforesis en gel de agarosa

Este es uno de los métodos mas comunes y sencillos para evaluar la integridad
del ADN (Cornejo Romero et al., 2014). Para evaluar la integridad del ADN, se
realizd una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. La corrida electroforética se
llevd a cabo a un voltaje de 42 V durante un periodo de 4 horas, en el cual el
frente de migracion avanzé aproximadamente 6 cm. Este proceso se realizd
utilizando una fuente de poder THERMO EC 3000-90 conectada a una camara de

electroforesis horizontal.

Cada pozo del gel fue cargado con un volumen total de 25 pL, compuesto por 20
ML de muestra de ADN y 5 pL de colorante de carga, lo que permitié visualizar la
migracion de las muestras a lo largo del gel. Como medio de conduccion, se
empleé amortiguador TAE 1X, asegurando una adecuada separacién de las
bandas de ADN.

Las bandas resultantes fueron visualizadas mediante tincion con bromuro de
etidio. Para ello, los geles fueron sumergidos en una solucion de bromuro de etidio
durante 30 minutos, permitiendo la incorporacion del tinte a las moléculas de ADN.
Posteriormente, la observacion y documentacién de las bandas se realizd
mediante un transiluminador de luz ultravioleta (UV), utilizando el sistema

BioDoc-It para la captura de imagenes.

6.5.2 Determinacion de la pureza y concentracion del ADN

La determinaciéon de la pureza y concentracion de ADN se realizé mediante el
método espectrofotométricos utilizando el equipo NanoDrop 2000. Este
instrumento permite evaluar las caracteristicas del ADN mediante mediciones de
absorbancia a diferentes longitudes de onda, proporcionando informacién tanto de

su concentracién como de su pureza.

Para llevar a cabo el analisis, se tom¢ independientemente un volumen de 1 pl de
cada muestra de material genético y se coloco sobre el pedestal del equipo, para

que la muestra entre en contacto con los sensores y el software del NanoDrop
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iniciara automaticamente la medicion. El software determina la pureza del ADN
utilizando los valores de las relaciones entre las longitudes de onda 260/280 nm y
260/230 nm., mientras la concentracion de ADN se calcula a partir de la
absorbancia medida a 260 nm. Por convencion, se asume que una muestra de
ADN puro tiene una absorbancia de 1 a 260 nm cuando su concentracion es de 50

pg/ml. EI NanoDrop utiliza la siguiente formula para determinar la concentracion:
Concentracion de ADN (ug/ml) = A260 x 50 x Factor de diluciéon

Esta formula permite convertir las mediciones espectrofotométricas en una
estimacion precisa de la concentracion de ADN en la muestra analizada. La
pureza del ADN se evalua mediante las dos relaciones principales de absorbancia

indicadas anteriormente:

La relacién 260/280, indica el grado de pureza del ADN respecto a la
contaminacion con proteinas. Un valor de A260/A280 cercano a 1.8 sugiere
que el ADN tiene un alto grado de pureza. Por el contrario, valores menores
pueden ser indicativos de contaminacidn con proteinas o compuestos como
el fenol, que pueden interferir en el analisis. En cambio, la relacién 260/230,
evalua la presencia de contaminantes como sales, carbohidratos vy
compuestos fendlicos. Una relacion A260/A230 en el rango de 2.0 a2.2 es
indicativa de una muestra relativamente pura. Valores mas bajos pueden
sefalar la presencia de contaminantes como sales residuales o solventes

organicos (Lucena-Aguilar et al., 2016).

6.6 Seleccién de iniciadores (primers) y Amplificacion del ADN -pcr

Antes de iniciar el analisis de amplificacion con RAPD, se realiz6 una prueba de
amplificacion con 11 iniciadores (primers) de 10 pares de bases (pb) (Tabla 1) y
un contenido de GC entre 60 y 70% (caracteristicas O6ptimas para temperaturas
de alineamiento de entre 34 y 37°C en ensayos de RAPD-PCR.), en tres muestras
de ADN, en las que se incluyé un ejemplar de A. arida , A. ochroleuca, y A.

grandiflora, para seleccionar los mejores iniciadores (primers) basandose en la
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intensidad o resolucion, tamafo y numero de productos amplificados.
Posteriormente con los iniciadores (primers) seleccionados se realizd la
amplificacion del ADN de las muestras de las poblaciones de Argemone y de las 4
especies de Argemone utilizadas como referencia en esta investigacion. Para los
ensayos de amplificacion de las cuatro especies utilizadas como ejemplares de
referencia. En el caso de A. grandiflora, se realiz6 una mezcla de ADN de 2
individuos poniendo cantidades iguales de ADN, mientras que, para A. arida, A.
ochroleuca se mezclé el ADN de 10 individuos por especie que conforman la
poblacion. En el caso del analisis de la variacién intraespecifica se amplifico
independientemente el ADN de 10 individuos de la poblacién de A. arida y A.
ochroleuca. En todos los casos la mezcla de reaccion contenia en un volumen
final de 25uL: 10 ym de Tris-HCI con un pH de 8.0, 50 um de KCI (proporcionado
por el amortiguador 10x de la Taq polimerasa), 3 pm de MgCl:, 200 ym de cada
uno de los desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), 20 pmol de cada iniciador
(primers), 1.5 unidades de Taq polimerasa, 60 ng de ADN molde, y agua estéril. Es
importante que cada uno de estos reactivos se prepare y mezcle con precision
para garantizar la eficacia de la reaccién de amplificacion (para detalles sobre la

preparacion de las soluciones, consulte el Apéndice).

La reaccion de amplificacion se realizd utilizando un termociclador modelo
TECHNE TC-412. El programa de amplificacion incluyd un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C, con una duracién de 30 segundos durante los primeros
tres ciclos, seguido de 15 segundos en los ciclos del 4 al 38. Posteriormente, se
llevé a cabo una fase de alineamiento a 35°C durante 30 segundos, seguida por la
fase de extensién a 72°C durante 1 minuto y 30 segundos. Este ciclo térmico fue
disefiado para maximizar la eficiencia de la amplificacién, asegurando la correcta
desnaturalizacion del ADN, la alineacion especifica de los primers y la sintesis

completa de las nuevas cadenas de ADN.
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Tabla 1

Secuencias y porcentajes de GC (%) de los iniciadores (primers) utilizados en

este trabajo.

Primer Secuencia (5°-3") Longitud (nt) %GC
B1 AGGGGTCTTG 10 60
B2 TTCGAGCCAG 10 60
B3 GGTGCGGGAA 10 70
B4 AACGCGCAAC 10 70
B5 TCACGTCCAC 10 60
Ho3 AGACGTCCAC 10 60
H14 ACCAGGTTGG 10 60
H09 TGTAGCTGGG 10 60
G19 GTCAGGGCAA 10 60
G11 TGCCCGTCGT 10 60
Ho02 TCGGACGTGA 10 60

Fuente: Barrios Morales.

6.7 Separacion de los fragmentos.

Los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.2%. La electroforesis se llevé a cabo a 42 voltios durante un periodo
de 4 horas, tiempo durante el cual el frente de migracion del gel recorrié
aproximadamente 6 cm. Este proceso se realizé utilizando una fuente THERMO

EC 3000-90 de poder conectada a una camara de electroforesis horizontal.

En cada uno de los pozos del gel se depositaron 25 microlitros de muestra,

compuestos por 20 microlitros del producto amplificado y 5 microlitros de colorante
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de carga, lo cual permitié visualizar la migracion de las muestras durante la
electroforesis. Para mantener una separacion efectiva de las bandas de ADN, se

utilizé amortiguador TAE 1X como medio de conduccion.

Las bandas de ADN resultantes fueron visualizadas mediante tincién con bromuro
de etidio. Los geles se sumergieron en una solucion de bromuro de etidio durante
30 minutos, lo que permitid la incorporacién del tinte a las bandas de ADN.
Posteriormente, las bandas tefidas se observaron y documentaron mediante un
transiluminador UV, utilizando el modelo BioDoc-It para la captura de imagenes.
Para estimar el tamafio de los fragmentos de ADN, se utiliz6 como referencia un
marcador molecular de 100 pares de bases (pb) de la marca Gibco, cuyo

fragmento de mayor tamafio corresponde a 2072 pb.

6.8 Analisis de agrupamiento para estimar la relacion genética intra e
interespecifica.

Para llevar a cabo el analisis de agrupamiento, se construyé una matriz binaria
basada en los patrones de bandas obtenidos con los diferentes iniciadores
(primers) en los geles de electroforesis. En esta matriz, cada fila representa una
muestra de Argemone analizada, mientras que cada columna corresponde a una
banda de tamafo especifico (pares de bases) observada en los geles. Los valores
de la matriz se codificaron de manera binaria: se asign6é un valor de "1" para
indicar la presencia de una banda y un valor de "0" para su ausencia (esta

codificacion es requerida para el analisis) (Juarez-Mufoz et al., 2002).

Posteriormente, se realizé el analisis de agrupamiento con el método UPGMA y el
coeficiente de similitud de Jaccard usando el software NTSYS (Numerical
Taxonomy System) versién 2 (Rohlf, 1993). Para generar el dendrograma de
relaciones de similitud intraespecifica de las poblaciones estudiadas y la

interespecifica de las cuatro especies utilizadas como referencia.
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6.9 Analisis de varianza molecular

La diversidad genética dentro y entre poblaciones basada en la variacién del
patron RAPD se determind analizando los componentes de varianza molecular
con el Programa AMOVA, versiéon 1.55 (Excoffier et al., 1992; Stewart Jr. &
Excoffier, 1996). Con AMOVA se calcularon los componentes de varianza y sus
niveles de significancia para la variacion entre poblaciones y dentro de la
poblacion usando datos RAPD de 6 plantas de la poblacion A. arida y de 8 plantas
de la poblacion de A. ochroleuca. El programa también extrae analogos de la F
estadisticas (también llamada ®st estadisticas). A partir del valor de ®g, se estimo
un el fluo de genes (N.m) (numero efectivo de migrantes por generacion),
utilizando la férmula. La distancia genética (®g,) entre las poblaciones y sus niveles
de significancia también se obtuvieron usando AMOVA (Excoffier et al., 1992;
Juarez-Munoz et al., 2002; Stewart Jr. & Excoffier, 1996).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Evaluacioén de la pureza y calidad del ADN

Al determinar la pureza del ADN de las muestras de Argemone mediante la
relacion de longitud de onda 260/280 nm, utilizando un espectrofotdmetro
Nanodrop 2000, se obtuvieron valores en un rango de 1.4 a 2.1 (Tabla 2). Aunque
la mayoria de las muestras no presentaron valores dentro del intervalo 6ptimo de
1.8 a 2.0, el cual indica un alto grado de pureza de los acidos nucleicos, los
valores obtenidos se consideran aceptables para su uso en la técnica RAPD. Esto
se debe a que dicha técnica no requiere un ADN con niveles de pureza
extremadamente altos. Los valores inferiores a 1.8 sugieren contaminacién por
restos de proteinas, las cuales, a diferencia del SDS y el fenol, no interfieren
significativamente con la reaccion de PCR. No obstante, en algunas muestras se
identific6 contaminacidn por fenoles, deducida a partir de los valores de longitud

de onda, lo que requirid realizar una nueva extraccion de ADN.

Tabla 2. Pureza y concentracion del ADN de 11 individuos de Argemone arida

Rose (A. ari) y 11 Argemone ochroleuca Sweet (A. och) del estado de Hidalgo.

Muestra Pureza (A260/A280) Concentracion (ng/ul)
1-A. och 1.60 1510.7

2 A. och 1.78 2453

3-A. och 1.79 1927.9

4-A. och 1.74 2869.7

5-A. och 1.60 1345.2

6-A. och 1.82 191

7-A. och 1.91 196.7

8-A. och 1.73 201.6

9-A. och 1.46 272.2
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10-A. och
11-A. och
1- A. ari
2- A, ari
3-A. ari
4-A. ari
5-A. ari
6-A. ari
7-A. ari
8-A. ari
9-A. ari
10-A. ari
11-Avri

1.67
1.46
1.85
1.63
1.76
1.82
1.89
1.62
1.78
1.46
1.75
1.66
1.71

2143.9
173.8
303.8
71.3
144.3
1091.9
206
250
278.1
31.9
172.5
90.6
305.7

Fuente: Barrios Morales.

La evaluacion de la integridad del ADN en geles de agarosa mostré que, en la

mayoria de las muestras, el ADN se resolvidé en una banda relativamente uniforme

y bien definida. Sin embargo, en aquellas contaminadas con fenoles, no se

observé una buena resolucidn de las bandas en el gel. No obstante, estos

resultados indican que el método de Dellaporta permite obtener ADN a un nivel

medio-alto de pureza e integridad adecuado para la reaccién de RAPD-PCR. a

pesar de que la presencia de fenoles en las plantas del género Argemone

representa un desafio considerable para la extraccion de ADN con un alto grado

de pureza.
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7.2 Seleccion de iniciadores e identificacion de productos amplificados intra e

interespecifico.

De los 10 iniciadores (primers) probados para la amplificacion del ADN de las tres
muestras de referencia y en los individuos de las poblaciones de Argemone
ochroleuca y Argemone arida con cinco iniciadores (G14, G11, B04, HO2 y HO3) se
observaron patrones de 6 a 7 bandas (Tabla 3) con un alto grado de resolucion y
reproducibilidad. Con el iniciador HO3 se observd el mayor numero de bandas
polimorficas (7 bandas) mientras que con el BO3 se visualizaron solo 2 bandas

monomorficas y no se observaron bandas polimorficas (Tabla 3).

Tabla 3. Bandas polimérficas y monomorficas obtenidas en Argemone con los

iniciadores evaluados .

Primer Bandas polimérficas Bandas monomoérficas

G14 6 1
HO9
G111
B05
B0O4
BO3
B02
HO2
G19
HO3

~N N OO A O OO MO W

DI N =~ O O N O O O O

D
D

Total

Fuente: Barrios Morales.

En las figuras 6, 7, 8 y 9 se muestra los patrones de amplificacién obtenidos
respectivamente con los primers H03, HO2, G14 y B04 en los individuos de las
poblaciones de A. ochroleuca y A. arida, asi como el tamafo de los fragmentos, el
cual oscilé en un rango de 100 pb a 2500 pb. Otros autores analizando huellas
genéticas en nueve individuos de A. mexicana provenientes de diferentes

regiones, utilizando RAPD encontraron patrones de bandas amplificadas de 1 a 15
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fragmentos y tamafios de 300 a 2500 pb (Bazaid et al, 2011) rangos muy cercanos
a los observados en las poblaciones de A. ochroleuca y A. arida estudiadas en la
presente investigacion, las pequefas diferencias pueden atribuirse a que las
secuencias de los iniciadores no son las mismas ni la especie. Este resultado
refleja la diversidad genética, lo cual es congruente con la biologia reproductiva y

la historia evolutiva del género.

Primer HO3

10-Och  2-Och - - 5-Och 6-Och  7-Och 9-Och -Ari - -Ari 5-Ari 7-Ari 9-Ari 10-Ari

Figura 6. Primer con el mayor numero de polimorfismo (HO3) con tamafos
estimados de 500-1500 pb, La flecha color amarillo nos miuestra, una banda

especifica. (Och- A. ochroleuca, Ari- A. arida). Fuente: Barrios Morales.
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Primer G14

3-Och 4-Och 5-Och 6-Och 7-Och 1-Ari 2-Ari 3-Ari 5-Ari 7-Ari 9-Ari

Figura 7. Primer G14 genero multiples fragmentos con tamarfios entre 400 y 2000
pb, mostrando una amplia variacion entre las especies. Se identificaron bandas
especificas en los genotipos 3 y 5 de A. arida, originalmente sefialadas con
flechas amarillas.(Och-A. ochroleuca, Ari-A. arida). Fuente: Barrios Morales.

Primer HO2

M
1-Och 3-Och 4-Och 5-Och 6-Och 7-Och 9-Och 10-Och - 1-Ari 2-Ari 3-Ari 5-Ari 7-Ari 9-Ari
A aummnd

Figura 8. Primer HO2 generd un patron distinto a los anteriores, caracterizado por
una menor cantidad de bandas en un intervalo de 600-2000 pb. La flecha amairilla,
nos muestra una banda especifica, en el genotipo 3 en la especie A. arida. (Och-
A. ochroleuca, Ari-A. arida). Fuente: Barrios Morales.
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Primer B04

7-Ari 8-Ari
2-Och 3-Och 4-Och 5-Och 6-Och 7-Och 9-Och 7165
Och

Rt
P —
- wa.. o —
L i e
' - -

b
B n —- --
. -

[

Figura 9. Primer B04 produjo un patron mas amplio respecto a los anteriores
primers, con tamafos estimados entre los 200-2300 pb. La flecha color amarillo
nos sefala una banda espcifica en el genotipo 5 de la especie A. arida. (Och- A.

ochroleuca, Ari- A. arida). Fuente: Barrios Morales.
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En la figura 10 también puede apreciarse qué si bien en ambas poblaciones se
observan patrones similares, en la poblacion de A. arida con el iniciador HO3, HO2,
G14 y B04 se observaron respectivamente bandas especificas o unicas de 100,
1300, 500, 1100 y 2300 pb., en los genotipos 3 y 5, mientras que en los individuos
de la poblacibn de  A. ochroleuca no se observaron bandas unicas. Estos
resultados contrastan con los de (Bazaid et al., 2011) quien observé bandas

unicas con algunos de los iniciadores probados.

2072

1500

100

2072

1500

600

Figura 10. Patron de bandas de amplificacion obtenido con RAPD en A.
ochroleuca (Och), A. arida (Ari) y A. grandiflora (Gra), con los iniciadores G14,
HO3, G19, H17, BO1, B04, y BO5. Fuente: Barrios Morales.
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Al analizar los patrones de amplificacion en las especies de Argemone mediante la
técnica RAPD vy utilizando los 10 iniciadores seleccionados (Tabla 1), se
observaron diferencias en los patrones de amplificacion y se detectd un total de 50
bandas bien definidas, con tamafos que oscilan aproximadamente entre 100 y
2072 pb. Con los iniciadores H03, H17, BO1, y BO2 se observaron de una a 2
bandas especificas en alguna de las especies estudiadas, mientras que con los
iniciadores G19, B04 y BO5 se observaron bandas especificas en las tres especies
(Tabla 4). Con el iniciador G19 en A. arida, A. ochroleuca y A. grandiflora
respectivamente se observaron bandas especificas o unicas de 1000 pb, 500 pb y
150pb, con el primer BO4 en A. arida, A. ochroleuca y A. grandiflora el tamario de
las bandas unicas respectivamente fueron de 800 pb, 1500 pb y 300 pb. Con el
iniciador BO5 en A. arida se detectaron dos bandas especificas de 400pb y 800 pb,
mientras que en A. arida, y A. grandiflora solo se observé respectivamente una
banda especifica de 1300 pb y 500 pb (Tabla 4 y figura 10 ). Karnawat & Malik,
(2011), refieren en A. mexicana y A. ochroleuca utilizando RAPD, al igual que en
el presente trabajo observaron diferencias en los patrones de amplificacion y
bandas especificas en cada especie (Karnawat & Malik, 2011). Con RAPD e ISSR
se han podido establecer relaciones genéticas entre los hibridos de estas dos

especies (Karnawat et al., 2013).

Tabla 4 Tamano de fragmentos especificos de especies de Argemone obtenidos
con primers para RAPDS.

Tamafo de fragmentos (pb) y primers

Especie G14 HO3 G19 H17 BO1 BO2 B0O4 BO5
Ochr - - 500 - 1600 1700 1500 1300
1000
Arida - - 1000 1100 - - 800 850
400
Grandi - 300 150 400 200 300 300 500
200

Fuente: Barrios Morales.
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Estos resultados y los de otros autores muestran que dependiendo de la
secuencia del iniciador se pueden detectar bandas unicas en el género Argemone
y que con RAPD es posible detectar variacion intraespecifica en poblaciones del
género Argemone y que las bandas especificas que resultan particularmente
interesante, ya que podrian estar asociadas a diferencias intraespecificas e
interespecificas. La presencia o ausencia de estas bandas especificas podrian ser
utilizada como marcador diagnostico para distinguir entre especies, asi como para
identificar hibridos (Karnawat et al., 2013). Estos fragmentos también podrian
estar asociados a caracteristicas fenotipicas o adaptativas particulares, abriendo
la posibilidad para realizar estudios mas profundos en genética funcional o

evolucion adaptativa en Argemone spp.

7.5 Analisis de la relacién genética en las poblaciones de Argemone ochroleuca y
Argemone arida

Para el estudio de la variabilidad genética de la poblacién silvestre de Argemone
ochroleuca en el municipio de Tulancingo de Bravo, Hidalgo, se seleccionaron 10
iniciadores (primers) del tipo RAPD (Polimorfismo de ADN Amplificado al Azar)
para analizar la diversidad genética presente en 20 individuos, correspondientes a
dos poblaciones. Ademas, se incluyd como referencia un ejemplar
taxonémicamente caracterizado de A. ochroleuca y otro de A. arida, utilizados
como controles morfolégicos y genéticos. Para asegurar la calidad y confiabilidad
de los resultados, unicamente se consideraron aquellas muestras cuyos patrones
de bandas amplificadas se mostraron bien definidos y reproducibles, por lo que, se
trabajé finalmente con 14 genotipos de los cuales ocho correspondientes a A.

ochroleuca y seis a A. arida.

Con los 10 iniciadores seleccionados (de los 12 inicialmente evaluados), se obtuvo
un total de 50 bandas bien definidas, de las cuales 35 fueron polimorficas, lo que
representa un porcentaje de polimorfismo del 70%. Los patrones de amplificacion
generados mostraron entre 6 y 9 bandas por iniciador, con un rango de tamafo
molecular estimado entre 100 y 2072 pares de bases (pb), lo que indica una buena

resolucion y capacidad discriminativa de los marcadores utilizados.
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Figura 11. Dendrograma de dos poblaciones de Argemone (A. arida y A.
ochroleuca) obtenido con el método de agrupamiento UPGMA y el coeficiente de

similitud de Jaccard. Fuente: Barrios Morales.
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Con los 50 fragmentos obtenidos, se construyd una matriz binaria de
presencia/ausencia (Tabla 6), la cual fue utilizada para generar un dendrograma
que muestra las relaciones de similitud genética entre los individuos estudiados.
Este dendrograma fue elaborado mediante el uso del coeficiente de similitud de
Jaccard y el método de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean). En la figura 10, se muestra que los 14 genotipos
analizados fueron agrupados en dos grupos principales (A y B), por un coeficiente
de similitud de 0.36, lo que indica una diferenciacion genética moderada entre los
grupos. En el grupo A sé concentraron todos los individuos de la poblacion de A.

arida y en el grupo B los individuos de la poblacién de A. ochroleuca.

El grupo A se subdividié en dos subgrupos (a y b) con un coeficiente de similitud
de 0.45. El subgrupo a se dividié en 4 grupos en el que se incluyeron el 75% de
los individuos de la poblacion de A. arida y el subgrupo b incluy6 al 25 % de los
individuos de esta poblacion. Por otro lado, el grupo B se subdividié en los
subgrupos c y d, con un coeficiente de similitud de 0.55. El subgrupo c, se dividio
en varios subgrupos en los que se incluyeron el 83.3% de los individuos de la
poblacion de A. ochroleuca y el subgrupo d incluy6 al 16.7% de los individuos de

esta poblacion.

El hecho de que los individuos de cada poblacion estan conformado por un solo
grupo muestra que la técnica de RAPD permite detectar variabilidad
interespecifica, mientras que la subdivision de grupos en varios subgrupos y que
los rangos de similitud entre estos ultimos varien de 0.95 a 0.5 indica que existe
gran variabilidad intraespecifica en las poblaciones analizadas. En las especies
del género los estudios de variabilidad genética a nivel de poblaciones son
escasos. Sin embargo, en un estudio en el que se analiz6 con RAPD la
variabilidad genética en nueve plantas de A. mexicana provenientes de diferentes
regiones de Arabia, al igual que en la presente investigacion se detectd
variabilidad intraespecifica, pero en A. mexicana los rangos de similitud fueron de
0.93 a 0.98 (Bazaid et al., 2011). Lo cual indica que existe poca diferenciacion

genética entre los individuos de A. mexicana posiblemente por un flujo genético
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limitado por aislamiento geografico o a que los genotipos introducidos en esas
regiones eran genéticamente muy similares, mientras que los rangos de similitud
de 0.95 a 0.5 observados en las poblaciones de A. arida y A. ochroleuca en la
presente investigacion puede atribuirse a que hay mayor flujo genético entre los
individuos que conforman las poblaciones y que hay diferencias genéticas entre
ellos. También con AFLP Cervantes et al (2010), detectaron variabilidad
intraespecifica e interespecifica en poblaciones de A. pleiacantha subsp.
pinnatisecta, A. pleiacantha subsp. pleiacantha, A. squar-rosa, and A.

polyanthemos (Cervantes et al., 2010).

Los resultados de la presente investigacion permiten inferir la existencia de una
diferenciacion genética clara entre A. arida y A. ochroleuca, asi como una
variabilidad genética significativa dentro de las poblaciones analizadas, lo que
puede estar relacionado con procesos de adaptacion local, flujo génico interno

entre los individuos de la poblacion de cada especie.

7.6 Determinacion de la relacion genética de tres especies del género Argemone.

Al estudiar la relacidn genética de tres especies del género Argemone mediante la
técnica RAPD vy utilizando los 10 iniciadores indicados (Tabla 1), se detecté un
total de 50 bandas bien definidas, con tamafos que oscilaban entre 100 y 2072
pb. De estas bandas, 33 fueron polimérficas. Las 50 bandas se emplearon para
construir la matriz de datos (Tabla 7), a partir de la cual se elaboré un
dendrograma utilizando el coeficiente de similitud de Jaccard y el método de

agrupamiento UPGMA.

En el dendrograma (Figura 8), se observa la formacién de dos grupos principales
(A y B). ElI grupo A esta conformado por A. ochroleuca y A. arida con un
coeficiente de similitud de 0.67, mientras que A. grandiflora se separ6 de estas
especies por un coeficiente de similitud de 0.09. El coeficiente de similitud entre A.
ochroleuca y A. arida indica que existe una alta similitud genética entre estas
especies, mientras que el indice de similitud entre estas especies y A. grandiflora

sugiere la existencia de una diversidad genética significativa entre las especies
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analizadas, destacando especialmente la marcada diferencia del indice de
similitud de A. grandiflora dentro de las especies analizadas. Otros autores al igual
que en el presente trabajo encontraron marcadas diferencias en el indice de
similitud, al estudiar las relaciones genéticas entre A. mexicano y A. ochroleuca,
utilizando RAPD, ISSR observaron respectivamente indices de similitud de 0.25 y
0.10 (Karnawat et al., 2013; Karnawat & Malik, 2011).

Argemone ochroleuca

Argemone arida

B Argemone grandiflora

T T LI L L R T T
0.00 0.10 0.20 030 0.40 0.50 0.60 0.70 0.50 090 1.00

Coefficient

Figura 12. Dendrograma de tres especies de Argemone obtenido con el método de
agrupamiento UPGMA vy el coeficiente de similitud de Jaccard. Fuente: Barrios

Morales.
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Estos valores son muy cercanos a los observados en la presente investigacion.
Sin embargo, las diferencias en los valores del indice obtenidos con RAPD, se
pueden atribuir que se compararon especies diferentes y se emplearon iniciadores
distintos. Las diferencias entre los valores de RAPD, ISSR se atribuyen al grado
de sensibilidad del marcador e indican que ISSR es mas sensible que RAPD y

permite discriminar mas diferencias genéticas entre las especies.

Los resultados de la presente investigacion el menor indice de similitud que
presentan A. grandiflora con respecto A. ochroleuca y A. arida sugiere un mayor
grado de diferenciacién evolutiva. Las diferencias observadas en los indices de
similitud en el dendrograma, guardan correspondencia con las diferencias
morfolégicas observadas entre A. grandiflora y las otras dos especies las cuales
son mas similares entre y es posible que las diferencias estén relacionadas con el
tamano y coloracion de la flor, la forma del fruto, tamafo de las espinas y época de

floracién (Ownbey, 1958).
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7.7 Analisis de Varianza Molecular.

El analisis de varianza molecular (AMOVA) realizado para dos poblaciones de
Argemone revel6 que la mayor proporcion de la variacién genética se encuentra
dentro de las poblaciones 58.41 %, mientras que el 41.59 % de la variacion
corresponde a diferencias entre poblaciones. Estos resultados indican que, si bien
existe una alta variabilidad genética, también hay una diferenciacién genética
considerable entre las poblaciones evaluadas. El valor de @ obtenido fue de
0.416, lo cual representa una diferenciacion genética moderada a alta entre las
poblaciones. Ademas, el analisis de permutaciones mostré un valor de P < 0.0099,
indicando que la diferenciacidon genética observada entre poblaciones es
estadisticamente significativa. Estos resultados sugieren que las poblaciones
analizadas de Argemone presentan estructuras genéticas distintas y que la mayor
parte de la diversidad genética esta distribuida entre los individuos de cada una de
las poblaciones, lo que podria estar relacionado con un sistema reproductivo

parcialmente aldgamas y con un flujo génico moderado.

Tabla 5. Resumen del andlisis de varianza molecular (AMOVA) dentro y entre

poblaciones de Argemone.

Fuente de gl Suma de Componentes Variacién P [ N.m
variacién cuadrados de varianza (%)
Entre 1 36.7262 4.4455 41.59% <0.009 0.41 0.35
poblaciones 9 6
Dentro de 2 74.9167 6.2431 58.41% - - -
poblaciones
Total 13 111.6429 10.6886 100% - - -

El anélisis se basa en matrices de distancia entre 14 haplotipos. El nivel de significancia se estimé

utilizando 100 permutaciones.

Fuente: Barrios Morales.
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No obstante, el porcentaje relativamente alto de variacién entre poblaciones vy el
valor de Nom de 0.35, también sugiere un grado de diferenciacién genética,
posiblemente influido por factores como barreras ecolégicas tales como
condiciones de suelos perturbados, barreras bidticas como la competencia con
otras especies, la depredacion y el aislamiento causado por actividades
antropogénicas. Hasta el momento, no se han encontrado estudios especificos
sobre el analisis de varianza molecular (AMOVA) en poblaciones del género
Argemone.Sin embargo, en poblaciones de especies silvestre pertenecientes a la
misma familia (Papaveraceae) del género Argemone y que comparten
caracteristicas biolégicas similares. Shibing et al (2010) al analizar la variacién
genética con RAPD en Meconopsis quintuplinervia han reportado 78% de
variacion dentro de las poblaciones y entre poblaciones 21.7 % (Shibing et al.,
2010), mientras que en poblaciones del género Glaucium con este mismo
marcador se encontrdé un 67% de variabilidad entre las poblaciones y dentro de las
poblaciones un 17%, (Jiao et al., 2021). En este mismo género con ISSR la
variacion observada entre poblaciones fue de 55% y dentro de poblaciones de
45%. Los resultados de estas investigaciones y los del presente trabajo indican
que el nivel de variabilidad genética depende en gran medida del género, de la
forma de vida de la planta, la distribucidn geografica, el mecanismo de dispersién
del polen, la seleccion natural y las actividades antropogénicas. Aunque
actualmente, no sé a dado importancia a la conservacion de la diversidad genética
en el género Argemone es necesario preservar el mayor numero posible de
poblaciones silvestres mediante programa de conservacion in situ o ex situ. En la
conservacion ex situ las introducciones deben realizarse para incluir
representantes de tantas poblaciones como sea posible. La alta diversidad
genética del material disponible, que podria utilizarse en programas de
propagacioén artificial, deberia reducir la depresion endogamica y facilitar el control
de calidad de la produccién de farmacos a partir de las plantas. Los resultados de
este estudio muestran que los RAPD proporcionaran una herramienta valiosa para
la caracterizacion molecular de las poblaciones y la identificacion de especies del

geénero.
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CONCLUSIONES

La técnica de RAPD permitio detectar bandas especificas a nivel intraespecifico e
interespecifico en el género Argemone, asi como la discriminacion a nivel de

especie

El iniciador HO3 fue con el que se detecté mayor polimorfismo de bandas y con los
que se observaron bandas especificas tienen gran potencial para la deteccién de
variabilidad genética en poblaciones de otras especies del género y la

identificacién de especies.

Los valores de similitud de relaciones genéticas entre A. arida y A. ochroleuca, asi
como la clara divergencia de A. grandiflora, fueron coherentes con las diferencias

morfolégicas de las especies

La mayor proporcion de variacion genética se encontroé dentro de las poblaciones,
lo cual sugiere un sistema reproductivo parcialmente alégamas y un flujo génico
moderado. Sin embargo, el grado considerable de diferenciacion genética entre
poblaciones indica la influencia de factores ecoldgicos, geograficos vy

antropogénicos sobre la estructura genética.

Este trabajo representa una aportacion inicial al estudio de genética de
poblaciones del género de Argemone spp. en México, dada la escasez de
investigaciones con marcadores moleculares y analisis AMOVA. Ademas, destaca
la necesidad de establecer estrategias de conservacion y aprovechamiento
sustentable de estas especies, muchas de las cuales poseen potencial medicinal y
agricola, aun poco explorado. Lo cual puede contribuir al fortalecimiento de la

identidad biocultural y al desarrollo regional.
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PROYECCIONES FUTURAS

Secuenciacién y analisis bioinformatico de bandas especificas

A partir de las bandas especificas obtenidas, se propone llevar a cabo su
secuenciacion para realizar un analisis detallado mediante bases de datos
genomicas abiertas. Esto permitira determinar si dichas secuencias corresponden
a genes previamente caracterizados o a regiones funcionales de interés, lo que

aportaria informacion valiosa sobre su posible funcion bioldgica.

Ampliacion del estudio de variabilidad genética en el género Argemone

Se plantea extender el analisis de variabilidad genética a un mayor numero de
especies dentro del género Argemone, dado que actualmente existe escasa
informacion cientifica al respecto. Este enfoque contribuird a un conocimiento mas

integral de la diversidad genética y evolutiva del grupo.

Vinculacién del conocimiento cientifico con acciones socioambientales

Es fundamental promover la articulacién del conocimiento cientifico con iniciativas
de educacién ambiental, rescate del conocimiento tradicional e implementacion de
estrategias de aprovechamiento sustentable que incluyan la participacion de las
comunidades locales. Estas acciones no solo contribuiran a la conservacion de los
recursos genéticos, sino también al fortalecimiento de la identidad biocultural y al

impulso del desarrollo regional sostenible.

Exploracion del potencial biotecnoldgico de las especies estudiadas

Se sugiere orientar futuros analisis hacia la identificacion de compuestos con
propiedades medicinales o aplicaciones agricolas presentes en las especies del
género. Esto permitira evaluar su viabilidad como fuentes de productos bioactivos

con potencial para su desarrollo en el ambito farmacéutico o agroindustrial.
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APENDICE
Preparacion de Iniciadores:

Los iniciadores liofilizados fueron disueltos en 1000 microlitros (1 ml) de agua
desionizada estéril para preparar una solucién con una concentracion final de 10
pmol/yL. La cantidad exacta de iniciador utilizada para esta disolucion se
determindé en funcion del peso molecular del iniciador especifico, el cual es
proporcionado por los fabricantes comerciales al momento de la compra. Este
paso es fundamental para garantizar que la concentracién de los iniciadores sea
precisa y adecuada para las reacciones subsecuentes de PCR o cualquier otro
procedimiento de amplificacion de ADN. La precision en la preparacion de los
iniciadores es crucial, ya que la concentraciéon incorrecta puede llevar a la

amplificacion ineficiente o a la generacion de productos no deseados.

Preparacion de la Mezcla de dNTPs:

Para preparar la mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), se afiadié a un
tubo Eppendorf un volumen de 5 pyL de cada una de las soluciones concentradas
de dNTPs (guanina, citosina, timina y adenina) proporcionadas por la casa
comercial Gibco. Cada una de estas soluciones se encontraba originalmente en

una concentracion de 100 mM, lo que es estandar para estos reactivos. Tras la
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adicion de los nucledtidos, se completd el volumen final de la mezcla afiadiendo
980 uL de agua desionizada estéril, obteniendo asi un volumen total de 200 pL de
una solucion dNTPs. Esta mezcla final tiene la concentracion adecuada para la
PCR, donde los dNTPs son esenciales para la sintesis de nuevas cadenas de
ADN. La preparacion precisa y estérii de la mezcla asegura que no haya

contaminantes que puedan interferir con las reacciones subsecuentes.

Amortiguador TAE 10X:

24 g de hydroximetil aminometano

5.71 ml de acido acético glacial

10 ml de EDTA (0.5M, pH 8)

Aforar a un volumen de 500 ml con agua destilada.

Preparacion de Amortiguador TAE 1X:

Tomar 10 ml de TAE 10x y aforar a 100 ml con agua destilada.

Gel de agarosa:

Para la preparacion del gel de agarosa, se pesaron 1.2 g de agarosa tipo Il
(Sigma) y se disolvieron en 100 mL de amortiguador TAE 1X dentro de un matraz
Erlenmeyer con capacidad de 500 mL. La mezcla se calentd en un horno de
microondas durante 1 minuto con 40 segundos hasta que la agarosa se fundié por
completo. Posteriormente, se dejé enfriar hasta alcanzar una temperatura

aproximada de 30°C.

Una vez enfriado, la solucién se vertié en la camara de electroforesis previamente
preparada, asegurando el sellado de los extremos y la correcta colocacion del
peine, lo que permitié la formacién de los pozos para la carga de las muestras.
Estas cantidades fueron las necesarias para la preparacion de un gel con

dimensiones de 15 x 15 cm y 7 milimetros.
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Cabe destacar que, en la evaluacion de la integridad del ADN, se utilizo el mismo
procedimiento descrito anteriormente, con la Unica modificacibn en la
concentracion de agarosa, empleando 0.8 g en lugar de 1.2 g, con el fin de

optimizar la resolucién de fragmentos de mayor tamafo.

Colorante de carga:

Cantidades para 10 ml

50% glicerol 10 ml
0.1% Azul de bromofenol 10 ml
0.1% Xilen cianol 10 mg

La preparacion se llevé a cabo en un vaso de precipitados con capacidad de 15
mL. Se agregaron los tres componentes y la mezcla se colocd sobre una parrilla
eléctrica con agitacion durante 15 minutos, hasta lograr una disolucion

homogénea.

Este colorante de carga se utiliza para facilitar la visualizacion y seguimiento de la

migracion de las muestras de ADN durante la electroforesis en gel de agarosa.

Marcador 100 pb DNA (50 ug/uL):

Cantidades para 100 pL.

Para la preparacién de una solucién de marcador de 100 pb de ADN con una
concentracion final de 0,1 pg/pL, se tomoé un volumen de 10 yL del marcador
original (50 pg/uL) y se diluyé en 90 uL de colorante de carga. La dilucion se

realizd en un tubo Eppendorf de 1 mL, asegurando una adecuada

homogeneizacion de la solucion.

Esta solucion diluida se empled como referencia para la estimacién del tamafo de

los fragmentos de ADN durante la electroforesis en gel de agarosa.

Preparacion de la solucién de bromuro de etidio (5 mg/mL):
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La preparacion de la solucion de bromuro de etidio (5 mg/mL) debe realizarse con
estrictas medidas de seguridad, debido a la naturaleza toxica y potencialmente
cancerigena de este compuesto. Para minimizar el riesgo de contaminacion y
exposicion, se recomienda el uso de guantes, mascarilla y gafas de seguridad

durante su manipulacion.

La solucion debe prepararse en un recipiente pequeio exclusivo para este
proposito, asegurando que no entre en contacto con otros materiales de
laboratorio. Ademas, se debe trabajar en un area designada y bien ventilada,
preferiblemente dentro de una campana de extraccion. Tras su uso, cualquier
residuo o material contaminado debe ser desecado siguiendo los protocolos

establecidos para residuos peligrosos.

Tabla 6. Matriz binaria de Argemone ochroleuca (A) y Argemone arida (B).

Patréon de bandas

Fenotipo A10 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A9 B1 B2 B3 B5 B7 B9

Primer

G14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
G14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
G14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
G14 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1
G14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
G14 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0
G14 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1
HO9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
HO9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
HO9 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
G11 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1
G11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
G11 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
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G11

G11

G11

BO5

BO5

B05

BO5

B0O4

B04

B0O4

B0O4

BO4

B0O4

BO2

B02

B02

BO2

B03

B03

HO02

HO02

HO02

HO02

HO02

HO02

G19

G19

G19

HO3
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HO3
HO3
HO3
HO3
HO3
HO3
HO3
HO3

0 0
1 1
0 0
0 0
1 1
0 1

0 0
1 1
1 1
1 1
1 1
0 0
0 0

1 0
1 1
1 1
1 1
1 1
0 1
0 0

Fuente: Barrios Morales.

Tabla 7. Matriz binaria de cuatro especies de Argemone.

Patréon de bandas

Fenotipo A.ochroleuca A.arida A.grandiflora
Primer
G14 1 1
G14 1 0
G14 1 0
G14 1 0
G14 1 1
G14 1 0
HO02 1 0 0
HO02 0 0 0
HO02 0 0 0
HO02 0 0 0
HO3 1 0
HO3 1 0
HO3 1 0
HO3 1 0

80



HO03
HO3
HO3
G19
G19
G19
G19
G19
G19
G19
G19
G19
G19
G19
G19
H17
H17
H17
H17
BO1
BO1
BO1
BO1
BO1
BO1
BO1
BO1
B0O2
B02

O O O O O O O O O o o o o o o o o o o

—_

o O o o o o o
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B02
B02
B0O4
B0O4
B0O4
B04
B0O4
B0O4
BO4
B0O4
BO5
B0S
BO5
H09
HO09
HO09
H09

o

o O O O O O O o o o o o o o o

Fuente: Barrios Morales.
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