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RESUMEN

La familia Fabaceae, pertenece al orden Fabales, es de gran importancia, representan una
gran oportunidad econdmica esto se debe, a que son forrajeras maderables, medicinales y en
algunos casos sirven como fuente de alimentos. Las Fabaceas se caracterizan por presentar
un fruto llamado legumbre, mismo que la mayoria de las veces al madurar se parte en dos
lineas haciendo una sutura. Se distribuyen en diferentes puntos del planeta, excepto en
regiones polares y en desiertos con temperaturas extremas. Las especies conservadas en
herbarios son una fuente importante de material vegetal, permitiendo recaudar informacion
genética del ADN que contiene cada especie, a través de los herbarios es posible determinar
conceptos y problemas taxondmicos, tanto evolutivos como el de distribucidn de poblaciones
El ADN extraido de muestras de plantas de herbario a menudo resulta no apto para estudios
moleculares, por lo que es necesario identificar problematicas en el proceso de extraccion de
ADN, se propone analizar especies de la familia Fabaceae procesadas con diferentes

tratamientos de herborizacion para identificar problematicas en el proceso de extraccion.

Se colectaron muestras de especies de la familia Fabaceas, las cuales se sometieron a seis
tratamientos diferentes de herborizacion (TF, T15, TT, TQ, TQT, Y TH), se determing el
rendimiento de ADN y proteinas, se determind la calidad por medio de los indices 260/280
y 260/230 y se amplifico por PCR. La extraccion de ADN gendmico de muestras de fabaceas
en proceso de herborizacion, mediante el método de CTAB modificado, resulto ser exitoso
en todos los tratamientos se pudo obtener ADN gendmicos verificables por electroforesis y
cuantificable por espectrofotometria. Los resultados muestran que el tratamiento quimico
reduce el rendimiento de ADN y de proteinas y que el tiempo de conservacion de la muestra
no presenta mayores efectos sobre el ADN. En el indice 260/280 todas las muestras son
aceptables, en el indice 260/230 ninguna fue aceptable, sin embargo, en las muestras de todos
los tratamientos pudo realizarse la amplificacion. Estos resultados son relevantes para poder
entender el efecto de la herborizacion y el estado de conservacion de las muestras que nos

permiten entender la biodiversidad de estas especies.



1 INTRODUCCION

La extraccion de ADN se puede hacer de cualquier organismo vivo en el planeta tierra, con
un costo accesible y con mucho menor esfuerzo de trabajo dentro del laboratorio, a través de
los distintos mecanismos de extraccion, se obtienen concentraciones muy altas de ADN, con
mucha pureza, en un tiempo adecuado (Osorio Cadavid et al., 2009). Existe una gran
variedad de métodos para realizar la extraccion de ADN y que han sido descritas por diversos
autores (Cadavid Sanchez et al., 2013). La utilizacion de las distintas técnicas de extraccion
de ADN, son requeridas en diversas materias dedicadas al estudio de la ciencia, para el
analisis y descripcién del genoma, (Dellaporta et al., 1983). Previamente se ha propuesto un
protocolo distinto para la extraccion de ADN, el cual consiste en la ruptura de la pared
celular, todo esto se lleva a cabo mediante el fraccionamiento mecanico con perlas de vidrio,
seguido por una purificacion, realizando una mezcla de fenol-cloroformo (Hoffman &
Winston, 1987). Presentaron un protocolo de extraccion de ADN con caracteristicas unicas,
al de los demaés autores, este se basa en la ruptura celular, utilizando la técnica de lisis con
una enzima llamada Zimolasa, y la liberacion del ADN no ocupa la utilizacion de fenol-
cloroformo. Este nuevo método de extraccion de ADN ha sido muy Util y suficientemente
aceptado por la eliminacién del fenol. La utilizacion del protocolo de extraccion de ADN
con fenol-cloroformo, se ha utilizado con mayor frecuencia para la obtencion de ADN
gendmico, de distintas especies de animales y plantas. Este protocolo tiene una variedad de
excelentes resultados para muestras de distintos habitats, también se menciona que es un
método demasiado tardado, con un grado muy complejo, con alta dificultad y
contaminante(Hoffman & Winston, 1987). La extraccion de ADN utilizando el protocolo
con sales normales (NaCl) es una nueva alternativa muy util de trabajar, de menor dificultad,
es un protocolo facil de utilizar, factible y rapida, mediante la cual es posible la obtencion
de ADN de buena calidad en diversas cantidades, suficientes para el estudio de plantas y
animales (Gao et al., 2010). De esta madera se puede obtener la estimacion de la diversidad
genética, para los distintos estudios que se hacen en las practicas de manejo y conservacion
de especies, al igual se puede aplicar para las especies que estan en peligro de extincion (Gao
et al., 2010). Ademas, se menciona que la factibilidad de los diferentes estudios es

frecuentemente reducida por el impedimento de aislacion de ADN, con cantidades de ADN
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de buena proporcion, una calidad estandar y muy competente, desde la obtencion de

diminutas muestras de tejidos (Aranishi, 2006).

Las Fabaceas son una familia de gran interés para los cientificos y botanicos, es la segunda
familia méas grande compuesta por plantas medicinales, se tiene un estimado de 490 especies
reconocidas de este género (Gao et al., 2010). Se mencionan que también existen especies
que son dafiinas y que contienen un grado alto de toxicidad, la especie que mas se caracteriza
es Acacia rigidula, que contiene niveles toxicos de alcaloides (Salinas, 2012). Esta especie
de planta ha sido de interés en el laboratorio, utilizado en muchos tratamientos, al igual las
especies del género Cercis que contienen alcaloides de pirrolizidina, los cuales son tdxicos

para mamiferos y aves (Barneby et al., 1989).



2 JUSTIFICACION

El ADN extraido de muestras de plantas de herbario a menudo resulta no apto para estudios
moleculares, por lo que es necesario identificar problematicas en el proceso de extraccion de
ADN, se propone analizar especies de la familia Fabaceae procesadas con diferentes

tratamientos de herborizacion para identificar problematicas en el proceso de extraccion.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar el efecto de los pasos de la herborizacion en muestras de fabaceas sobre el

rendimiento y la calidad del ADN extraido.

3.2 Objetivos Especificos

Cuantificar el rendimiento del ADN extraido de plantas sometidas a diferentes pasos de

herborizacion.

Determinar la calidad del ADN extraido de plantas sometidas a los pasos de herborizacion.

Determinar el efecto de los tratamientos en la capacidad de amplificacion del ADN.

4 HIPOTESIS

La aplicacion de diferentes tratamientos de herborizacion afecta el rendimiento y la calidad

del ADN extraido en especies de la familia Fabaceae.



5 REVISON DE LITERATURA

5.1 Familia Fabaceae

La familia Fabaceae, pertenece al orden Fabales, se distribuye en diferentes puntos del
planeta, excepto en regiones polares y en desiertos con temperaturas extremas. Las fabaceas
se dispersan de acuerdo con fendmenos geogréaficos y climaticos, creciendo desde el nivel
del mar hasta sobre los 4800 m (Gunn, 1981). Se han descrito aproximadamente 20.000
especies y 750 géneros (Camargo-Ricalde, 2000). En México la familia Fabacea, es una de
las més grandes y diversas, existen alrededor de 1800 especies siendo Oaxaca el estado con
una mayor diversidad de especies. ComUnmente dichas plantas son dominantes en sus
habitats, por lo general, la mayor diversificacion de especies se da en ambientes tropicales,
esto se debe a una buena proporcion de lluvia en todo el afio (Ciotir et al., 2019). La mayor
diversificacion de especies se da en ambientes tropicales, esto se debe a una buena
proporcion de lluvia en todo el afio (Ciotir et al., 2019).

Las Fabaceas se caracterizan por presentar un fruto llamado legumbre, mismo que la mayoria
de las veces al madurar se parte en dos lineas haciendo una sutura (Camargo-Ricalde, 2000).
Son herbaceas, algunas trepadoras, otras arbdreas y arbustivas; se caracteriza por ser anuales
0 perennes, tienen hojas con distintas formas, entre ellas estan las simples o compuestas o
trifoliadas, en otras especies pinnadas o digitadas en otras veces la encontramos en zarcillos,
transformadas en espinas 0 ausentes, y constantemente presentan estipulas (Camargo-
Ricalde, 2000).

Presentan una floracion hermafrodita, son Ilamativas siendo muy vistosas, estan
estrechamente adaptadas a la variedad de polinizacion por diferentes insectos. La corola
contiene 5 pétalos libres; 1 de ellos es muy desarrollado, se le conoce como estandarte o
vexilo, contiene 2 laterales también se le denomina alas, las 2 inferiores por lo general estan
soldados formando la quilla o carena, esta variedad de corola se le conoce como
papilionéacea, porque contiene una caracteristica amariposada. El caliz tiene 5 sépalos que no
estan muy bien soldados, en algunas veces bilabiado, contiene 10 estambres libres o unidos

por los filamentos en uno (monadelfos) o dos haces (diadelfos: 9 + 1). EI Gineceo sUpero
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tiene 1 carpelo con una gran cantidad de 6vulos, tiene flores solitarias o agrupadas en racimos

(erectos o péndulos) o glomérulos (Talavera & Castroviejo, 1999).

5.2 Subfamilias de Fabaceae

La familia Fabaceae se subdivide en tres diferentes subfamilias: Mimosoideae,

Caesalpinioideae y Papilionoideae (Llamas Garcia & Acedo, 2016).

5.2.1 Subfamilia Mimosoideae

Incluye unos 80 géneros y 3270 especies estan en zonas tropicales, boscosas y algunas en
zonas aridas o semiaridas (Cavada et al., 2020). Presentan diferentes habitos de crecimiento
como arboles, arbustos o hierbas. Por lo regular son perennes o anuales, algunas se
caracterizan por ser trepadoras lefiosas (lianas) o herbaceas, tienen un tallo voluble o con
zarcillos. Las hojas son bipinnadas, excepcionalmente pinnada o alternas, tiene flores en
grupos, abreviadas en cabezuelas o capitulos y éstos, en otros casos se encuentra que estan
agrupadas secundariamente en racimos, el perianto contiene sépalos reducidos, de 5; pétalos
4-5, general, estan unidos en la base y estan formando una copa hipdgina. Estambres:
infinitos, con filamentos muy extensos, con anteras diminutas, se menciona que en esta
subfamilia los estambres exertos hacen que la flor se ha més Ilamativa y vistosa se tiene un
gineceo, regularmente es unicarpelar, supero, linear, unilocular, con 6vulos en hilera de
placentacion marginal. El fruto naturalmente es seco y dehiscente por ambas suturas, en
ocasiones con indehiscente o con dehiscencia transversal la mayoria de las semillas son

ranuradas, con un embrion largo (Figura 1) (Bajpai et al., 2014).



Figura 1. Mimosa aculeaticarpa (Mimosoidea), (Rosenberg, 2013).

5.2.2 Subfamilia Caesalpinioideae

Constituida por aproximadamente 135 generos y 2500 especies distribuidas en regiones
tropicales y subtropicales (Castellanos & Lewis, 2012). La mayor abundancia en México se
encuentra en zonas célidas (Palacios-Chavez et al., 1996). Especies con crecimiento arboreo,
arbustivo o herbaceo perennes o anuales, con hojas bipinnadas, pinnadas, bifolioladas, las
flores se caracterizan por ser zigomorfas, generalmente en racimos, simples, axilares o
terminales, el fruto naturalmente es seco y dehiscente por las 4 ambas suturas, algunos casos
son indehiscente o con dehiscencia transversal, las semillas contienen funiculo elongado, y

a veces con arilo (Figura 2) (Palacios-Chavez et al., 1996).

Figura 2. Cercis canadiensis integrante (Caesalpinioideae), (Rosenberg, 2013)



5.2.3 Subfamilia Papilionoideae

Subfamilia establecida como monofilética, compuesta por 482 géneros y 12.000 especies,
representa a la familia Fabacea con el grupo de genero mas grande, las especies se encuentran
en zonas tropicales y himedas (Hastings, 1990). Las especies en su mayoria son arboles, se
han encontrado una variedad de arbustos y muy pocas son herbaceas, son perennes o anuales,
también se tiene un conteo de especies trepadoras lefiosas (lianas), se caracteriza por tener
hojas pinnadas, trifolioladas, palmatipinnada, las flores son zigomorfas, por lo particular
estan en racimos, tiene un fruto seco y dehiscente por ambas suturas, en ocasiones folicular

o indehiscente y las semillas contienen un corto funiculo (Figura 3) (Hastings, 1990).

X _

Figura 3. Dalea bicolor integrante (Papilionoideae), (CONABIO, 2021).

5.3  Géneros de la familia Fabacea

5.3.1 Género Acacia

Acacia es de los géneros mas estudiados, esto se debe a que la gran diversidad de especies
(Maslin, 2011).
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Figura 4. Distribucion natural del género Acacia en el mundo (Rutishauser, 2016).

El género Acacia esté representado en todo el planeta con més de 1350 especies de plantas,
al igual tiene muchas endémicas en los distintos continentes, Africa tiene (150), América
(185), Asia (95) y Australia (1000) como se muestra en la Figura 4 (Brockwell et al., 2005).
Se menciona que hay diversos subgéneros ya clasificados, entre ellos destacan: Leucaena,
Acacia (Vachellia), Senegalia, Mimosa, Calandria, Cercis y Leucaena. Los subgéneros de
Vachellia 'y Senegalia se presentan con una distribucion muy amplia en el continente africano

y americano (Kyalangalilwa et al., 2013).

El género Acacia la encontramos en todo el continente americano, con mas de 55 especies,
se considera un grupo monofilético, con muchas variaciones de habitat, también tienen una
fisiologia, morfologia y composiciones quimicas diferentes (Arce, 2000). Mantiene una
distribucion amplia en los trépicos secos y subhimedos (Barros Asenjo, 2007). Como parte
de selvas y bosques tropicales de zonas caducifolias es de acuerdo con las categorias de
vegetaciones (Rzedowski et al., 2005). El género acacia han estado evolucionando en los

bosques caducifolios de las tierras que estan bajas en el oeste de Gondwana (Arce, 2000)

Las acacias proporcionan diversos productos y servicios, los cuales pueden ser maderables
0 no maderables, ambientales, gomas, papel, lefia carbdn y son fijadoras de nitrégeno (Barros
Asenjo, 2007).



e Acacia farnesiana es arbustiva y en ocasiones se le confunde con un arbol de menor
tamario, también contiene espinas, lo encontramos en el norte del pais de México en las

zonas aridas y semiaridas (Clarke et al., 1989).

e Acacia constricta suele no tener hojas en todo el invierno y en primavera, pero reproduce
hojas y flores en respuesta a las lluvias de verano (Cox et al., 1993). La inflorescencia
que esta variedad de planta presenta son de color amarillo, de forma esférica, de unos 10
mm de diametro y estdn compuestas de unos 20 a 50 floretes. La inflorescencia se mezcla
con hojas a lo largo de las ramas, lo encontramos en el desierto chihuahuense (Cox et al.,
1993).

e Acacia rigidula también es arbustiva la encontramos dentro de areas rocosas en el oeste

y suroeste de Texas y region norte de México (Clement et al., 1998).

e Acacia roemeriana se trata de un arbusto grande que tiene amplia distribucion en el

noreste de México, que crece en variedades de sitios (Barros Asenjo, 2007).

5.3.2 Genero Cercis

El género Cercis considera 11 especies nativas en América del Norte, Asia 'y Europa, se tiene
mencion que en su mayoria todos son arbustos grandes y muy pocos son arboles de una
altura pequefia de menos de 10 m de altura, el género Cercis es miembro de la subfamilia
caesalpinioideae de leguminosas (Leguminosae sub. Caesalpiniaceae) el cual produce flores
papilionaceas parecidas a guisantes, mas comunes en las Fabaceas, tiene dos especies las
cuales son de suma importancia, una de ellas es C. canadiensis (redbud oriental) y C.
siliquastrum (arbol de Judas), ambas especies son parecidas en apariencia, C. canadensis es
producido como un cultivo de viveros en los Estados Unidos, donde es nativo, y C.
siliqguastrum, es comercialmente muy importante en la distribucion natural del continente
Europeo, es asi que el género Cercis es cultivado como un arbol de paisaje de ornato y para
establecimientos en forma de cortavientos o habitats de vida silvestre (Wunderlin et al.,
1987).



e Cercis canadienses son pequefios arboles de vida corta que afio tras afio pierden sus
hojas, los encontramos en todo el este de los Estados Unidos, son arboles
sorprendentemente conspicuos, porque florecen antes de la primera, la madera es
demasiada pesada y dura, tiene un grano cerrado, pero debido a que los arboles son
demasiado pequefios con forma irregular, no tiene ningdn valor comercial como fuente
de madera, se utilizan de ornato y estan extensamente plantados en varios lados (Geneve
& Weston, 1988).

5.3.3 Género Leucaena

En los paises latinoamericanos las especies del género Leucaena de la subfamilia
Mimosoideae son las que utilizan para diversas variedades de alimentacion de rumiantes en
las &reas de pastoreo-ramoneo, se menciona que estas especies son ricas en proteinas, al igual
contiene sistemas de corte y acarreo, esto se debe fundamentalmente a las rapidas
adaptaciones de distintas condiciones del contrastante con el clima y suelo, también tiene
una sobresaliente composicion nutricional, y presenta una muy buena persistencia al

pastoreo (Garcia et al., 2009).

El género Leucaena, es originario de México, esta especie no ha sido extraida y explotada
en toda su capacidad (Garcia et al., 2009). Se ha demostrado que las especies del género
Leucaena contienen un elevado porcentaje de proteina natural, siendo la mayor parte es
digestible, el género Leucaena tiene una amplia distribucion en los diferentes trépicos y
subtrdpicos, haciendo énfasis en México, tienen multiples usos como la proteccion y la
cobertura de nuevas areas en suelos dafiados y erosionados de poca fertilidad (Garcia et al.,
2009), también se pueden obtener gomas para uso farmacéutico (Anderson, 1984), en
algunos casos para elaborar concentrados proteicos (Telek, 1982). De los muchos estudios
que se le han hecho al género Leucaena, muestran que son una buena ruta de pigmentos
naturales (Hughes, 1998).

e Leucaena greggi: se caracteriza por ser de dos formas, la primera es que es arbusto y la
segunda es que de ser arbusto pasa hacer un arbol, esta especie tiene una alta extension
territorial en las zonas tropicales, subtropicales de Meéxico, y muy poca en zonas
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boscosas, es nativa de Ameérica tropical, y también del sur de México, la podemos
encontrar desde Nicaragua, Guatemala, Honduras y EI Salvador (Aganga &
Tshwenyane, 2003).

5.3.4 Género Parkinsonia

Este es un género de plantas no muy comunes, esta descrita dentro de la subfamilia
Caesalpinioideae agrupan mas de una decena de especies, se dice que son originarias de
zonas desérticas del continente africano y americano (Sharma et al., 2018). Se caracterizan
por ser arbustivos o arboles espinosos, las hojas son bipinnadas tienen un raquis de las 2-4
pinnas planos y largos, tiene estipulas espinescentes y foliolos chicos en grandes cantidades,
en algunas plantas son alterno u opuestos, se hace mencion que las flores todas son
hermafroditas, contienen 5 sépalos, todos desiguales, y 5 pétalos amarillentos o
blanguecinos, contiene 10 estambres los cuales son libres, con los filamentos vellosos en las
bases, como fruto tenemos una torulosa, coridcea, con muchas semillas de forma oblongas

con un endospermo, de hilo pequefio (Sesa Carranza, 2020).

e Parkinsonia aculeata es un arbol blando de corteza verde, tiene un tronco muy bien
desarrollado, las ramas estan armadas con espinas de 0.4 a 3 cm de largo; peciolos 1 a 3
mm de largo; tiene foliolos en 10 a 40 pares 0 mas, corto-peciolados, de 2 a 8 mm de
largo, caducos, raquis persistente funcionando como tejidos fotosintéticos; racimos con
varias flores amarillas (5); vainas de 3 a 18 cm de largo, estan estrechamente constrefiidas
entre las semillas, se caracteriza por ser ovoides de 4 a 5 mm de didmetro y 8 a 10 mm
de largo, verdosas oscuras, manchadas con flecos café u otras en purpura, florece en gran

cantidades en abril y muy poco entre verano y otofio (Mautino & Garralla, 2021).

5.3.5 Género Prosopis

Este género de la subfamilia Mimosoideae, tiene descritas alrededor 40 a 44 especies de
fabaceas, algunas estan en formas de arboles y otras en arbustos llenos de espinas, se
localizan en de zonas tropicales y templadas del continente americano, africano y el sudoeste

de Asia, suelen crecer en suelos aridos, las plantas de este género son resistentes a sequias



que tardan mucho tiempo, se dice que han desarrollado un sistema radicular profundo, las
distintas maderas son duras, como fruto tienen una legumbre la cual tiene alta concentracion
de azucar, La mayoria de los Prosopis son persistentes a la salinidad y alcalinidad, la
distribucion natural del género Prosopis incluyen las zonas aridas y semiéridas de América,
Africa y Asia (Carevic et al., 2012).

e Prosopis glandulosa se encuentra en diferentes estados como los son los estados de San
Luis Potosi, Coahuila y Nuevo Ledn entre otros, destaca por la diversa produccion
forestal, por otro lado, con una baja importancia los encontramos en los estados
Aguascalientes, Chihuahua, y Sinaloa (Rzedowski, 1988). Es considerado una planta
invasiva que abarca demasiado territorio, que es capaz de reducir el habitat de otras
especies que son nativas de la region, e incluso logra cambios ecologicos (Rzedowski,
1988). No obstante, hoy en dia se utiliza como planta para la reforestacion por la alta
adaptacion a condiciones extremas como los son la salinidad, sequias y temperaturas de
48°C (Rodriguez Anda et al., 2015). Prosopis glandulosa es poseedor de una variedad
de usos: los frutos son empleados como forraje para el alimento del hombre y animales,
la madera sirve como combustible (carbén); con la resina que se obtiene del tronco se
pueden fabricar pegamentos y barnices; las flores juegan un papel de mucho interés en
la produccion de miel (Mora-Donjuén et al., 2014). En el area de la construccién, la
madera es utilizada en la creacion de viviendas rurales, pilotes y muchos articulos para

el hogar, como lo son herramientas y juguetes (Carrillo-Parra et al., 2011).

5.3.6 Género Dalea

El género Dalea perteneciente a la subfamilia Papilionoideae, tiene especies que son
localmente predominantes en diferentes biomas secos de Latinoamérica, se menciona que
aporta un valor ecol6gico muy importante en cuanto hablamos sobre la conservacion,
también las especies de Dalea no suelen comportarse como malezas 0 como invasoras,
crecen primordialmente en ambientes que son secos en todo el continente americano y la
mayor diversificacion ha ocurrido en México, seguido del centro y sur de la region Andina,
Ilegando hasta el norte de Argentinay Chile (R10S, 2020). En zonas de México y Colombia,

las especies de Dalea se distribuyeron en una variedad de zonas secas de valles interandinos,



bosques secos, zonas tropicales de la region Caribe, las especies de Dalea son distinguibles
por tener un habito herbaceo o arbustivo y los tallos, hojas y flores con glandulas
punctiformes color amarillo o marrén, también decretan aceites aromaticos, las hojas son
imparipinnadas en ocasiones trifolioladas, tiene estipulas herbaceas y subglandulares, el
raquis tiene generalmente un par de glandulas adaxiales y abaxiales en el punto de insercién
de los pecidlulos o de los foliolos sésiles (Rios, 2020). En raras ocasiones existen especies
que presentan cristales en la epidermis foliar (Medina & Sousa, 2007). Las inflorescencias
por lo general son espigas o racimos, los estambres contienen glandulas terminales
(Gonzalez, 2019).

e Dalea Bicolor es una especie que contiene un aroma muy fuerte, se selecciona como
alimento para el ganado, se conoce que la fauna silvestre, también esta relacionada tanto

en su valor nutrimental como compuestos del aceite esencial (Medina & Sousa, 2007).

Al igual existe interés en los aceites esenciales y en compuestos especificos de las plantas,
ya que se utiliza para para su uso comercial en diversas areas productivas, esta caracteristica

hace resaltar el un uso potencial adicional de Dalea bicolor (Vasquez-Montes et al., 2020).

5.3.7 Género Mimosa

E1 género Mimosa se distinguen por ser una de las seis familias de angiospermas mas
extensas que hay hoy en dia, estdn junto con las familias Compositae, Orchidaceae,
Gramineae, Cactaceae y Rubiaceae (Montafio-Arias et al., 2013a). Corresponde a la
subfamilia Mimosoideae, la Tribu Mimoseae es considerada como el grupo con mas
antigliedad que existente en la actualidad, por otra parte, que las Acacieae y las Ingeae han
estado presentando un mayor grado de especializacion y evoluciones mucho mas recientes
(Montafo-Arias et al., 2013a).

Este género es muy distintivo ya que posee arboles, arbustos y hierbas, se describen como
perennes o anuales, algunas son trepadoras lefiosas (lianas) o herbaceas, son de un tallo muy
voluble, las hojas son bipinnadas, las flores estdn agrupadas, en ocasiones abreviadas en

cabezuelas o capitulos, por otro lado, algunas estan en racimos, el perianto consiste en que



lo sépalos son reducidos, 5; de 4-5 petalos, literalmente juntos a la base que esta formando

una copa hipdgina (Escobar-Dominguez et al., 2018).

El género Mimosa consiste en mas de 400 especies mas de 90% son americanas mientras
que el resto estan en Africa, Asia y Australia (Grether et al., 1996).

La taxonomia del género Mimosa en México dista mucho de estar terminada, no se han
descrito todas las especies, existen discusiones en especies que tienen una similitud con otros
géneros de Fabacea entre ello se menciona las sinonimias taxondmicas las nomenclaturales,

y los cambios de estatus (Kyalangalilwa et al., 2013).

Se menciona que el porcentaje de especies endémicas del género Mimosa en México refleja
las gamas ambientales que existen, como un determinado producto de las historias
geoldgicas, climatica y biologicas (Montafio-Arias et al., 2013. Mimosa aculearticarpa es
una especie arbustiva dominante en los matorrales xerofilos de las regiones aridas y
semiaridas, al igual se puede utilizar como una especie de restauraciones en los sitios

dafados por las deforestaciones (Kyalangalilwa et al., 2013).

5.4 Proceso de herborizacion

El término herbario se refiere a una coleccion de especies vegetales almacenadas y
clasificadas en condiciones adecuadas, las muestras son previamente identificadas y con ello
se mantiene un orden y un registro permanente para la biodiversidad (Moreno, 2007). La
informacidn debe estar disponible para consultar las especies que contienen los herbarios
son imprescindibles para la realizar diversos estudios de floristicos, ecoldgicos,

fitogeograficos y sisteméticos (Moreno, 2007).

Para realizar la herborizacion de una planta es importante que al momento de hacer la colecta
las muestras se encuentren en buen estado, procurando que no tenga dafios, si la planta es
arbustiva o pequefa es preferible colectar la planta completa que contenga todos los rganos
y si es un arbol se debe cortar ramas con flores y frutos, del mismo individuo (Sanchez-
Gonzélez et al., 2007). El corte de ramas debe ser de 40 x 25 cm incluyendo hojas, flores y/o

frutos (no colectar ejemplares de mas de 42 cm). Si las ramas estériles muestran diferencias



con aquellas floriferas, también deben ser recolectadas, si las flores son unisexuales,
asegurarse de recolectar material de ambos sexos, ademas, se debe identificar si la planta es
dioica, diclino-monoica o poligama, en el caso de que se tenga diferentes hojas en una misma
planta (heterofilia), se tienen que colectar ramas con cada tipo, registrar porte, altura
aproximada, didmetro de tronco, color de la corteza, forma de la copa, si es perenne o
caducifolio, etc., registrar el color de flores y 6rganos vegetativos, las distintas variaciones
morfolégicas entre individuos de una poblacion (si existieran) y toda caracteristica que no
podré ser apreciada en el material posteriormente disecado, las porciones u 6rganos duros
pueden ser recolectados en bolsas para su posterior acondicionamiento antes del secado
(Sanchez-Gonzalez et al., 2007). Es importante tomar las coordenadas del area donde se
realizo la colecta, cuidadosamente se envuelven las especies al papel periédico para poder
guardalas en la prensa botanica con su respectiva etiqueta, cabe mencionar que el secado de
la planta es tardado (Giberti, 1998).

5.5 Efecto del proceso de herborizacién

En cuanto la herborizacion se ha documentado que existen problemas para la obtencion de
ADN amplificable (Staats et al., 2013). Los principales problemas que perjudican la
extraccion de ADN de los especimenes son los afios transcurridos del periodo de colecta
hasta los afios guardados en el herbario, cabe mencionar que las condiciones de secado, como
la preservacién y almacenamiento de las muestras, hacen que el del ADN se degrade de una
forma répida ya que contiene enzimas como lipasas, proteasas, amilasas y nucleasas de los
lisosomas (Sarkinen et al., 2012). Los tratamientos quimicos utilizados en la preservacion
de los especimenes como es el uso de paradiclorobenceno y fenol hacen que las
concentraciones de ADN no sean muy altas, se han detectados metabolitos secundarios en
plantas herborizadas lo cual es un problema severo, en mayor cantidad encontramos los
polifenoles, azucares y otros inhibidores de la PCR que como consecuencia se obtiene
errores en las secuencias de ADN (Deguilloux et al., 2002). Al igual el pH, humedad,
hongos, insectos y bacterias, tiene un impacto en la degradacion de macromoléculas (Dabney
etal., 2013).



5.6 Importancia de las muestras de herbario

Las especies conservadas en herbarios son una fuente importante de material vegetal,
permitiendo recaudar informacion genética del ADN que contiene cada especie, a través de
los herbarios es posible determinar conceptos y problemas taxondmicos, tanto evolutivos

como el de distribucidn de poblaciones (Schindel & Cook, 2018).

El objetivo principal que tiene un herbario es la recoleccion y preservacion de distintas
familias de especies vegetales (Sdnchez-Gonzalez et al., 2007). Es Gtil mencionar que el
valor de un herbario son las colecciones de especies, la conservacion de ejemplares, el uso
que se le da a cada una de ellas, la lectura de las relaciones taxonémicas que contribuyen a
tener un alto entendimiento hacia donde va la botanica (Heberling & lIsaac, 2017). Nos lleva
a tener un desarrollo de bases cientificas, las cuales aportan conocimiento sobre la diversidad
floristica mundial, se encuentra a disposicion de cientificos, botanicos y personal autorizado,
es relevante saber que la preservacion de plantas es para realizar investigaciones que se haran

en el futuro (James et al., 2018a).

5.7 Extraccion de ADN muestras vegetales frescas y de herbario

Para la extraccion de ADN, existen diferentes métodos de extraccion los cuales combinan
técnicas fisicas y quimicas, uno de los métodos que ha probado tener una mayor eficacia es
el método de Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) (Doyle, 1909). EI ADN se
obtiene a partir de material biolégico, las extracciones consisten en la separacién y
purificacion del ADN con el fin de poder estudiarlo, analizarlo o manipularlo (Golczer &
Arrivillaga, 2008).

La extraccion de ADN en plantas es técnicamente complicada esto debido a la alta cantidad
de polisacaridos, compuestos polifendlicos y otros metabolitos secundarios que en algunas
especies vegetales se acumulan, durante la maduracion o en respuesta a estimulos
ambientales (Huambo Ore, 2020).



5.8 Parametros importantes en la calidad de ADN

Para iniciar un andlisis molecular es necesario considerar la eficacia del protocolo de
extraccion de ADN gendmico, esto debido a que la calidad del ADN influye directamente
en procesos subsecuentes como la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) (Schindel &
Cook, 2018).

La concentracion y pureza de las muestras de ADN se visualiza mediante la técnica de
espectrofotometria, esto es determinado por la capacidad de absorbancia de un compuesto
que se presenta en una solucién con una longitud de onda determinada (Schindel & Cook,
2018). La calidad del ADN puede calcularse examinando la relacion de dos diferentes
valores de la absorbancia (abs), por un lado, la abs 260 nm es especialmente para el ADN,
mientras que la absorbancia 280nm, mide predominante a las proteinas presentes en
solucion. La relacién de los valores de absorbancia que va de 260/280 nm que es
aproximadamente de 1,7 a 1,8, pronostica un ADN muy limpio con una alta pureza, si
tenemos valores mas bajos estos nos indican que podemos tener una contaminacion

significativa de proteinas (Bustamante et al., 2011).

Sin embargo la relacién 260/280 no constantemente presenta una alta pureza del ADN, en
ciertas muestras son complicadas de evaluar a 280 nm, esto se debe a la interferencia que los
enlaces peptidicos que se absorben a 228 nm acostumbran a ser un indicador mas firme a la
presencia de proteinas en la muestra, es por eso que se suelen hacer lecturas de absorbancia
medidas tanto a 230 nm como a 280 nm las cuales otorgan una valoracion mas
contundentemente precisa de los péptidos que suelen estar directos en las muestras de acido
nucleico (Bustamante et al., 2011).

Se tiene conocimiento de cierta relacion de valores de absorbancia que va de 260/230 la cual
debe ser mayor a 1.5, esto se debe a que los acidos nucleicos tienen una diminuta absorbancia
a 230,260 y 280 nm, por otro lado, las sales tampdn nos ayudan a colaborar importantemente
a las lecturas de absorbancia, en especial por debajo de 260 nm, es por eso, que es
imprescindible poner en blanco el espectrofotémetro en el mismo tampon en el que se
disuelva la muestra de ADN (Tabla 1) (McMillan et al., 2008).



Tabla 1. Valores indicativos de calidad en muestras de ADN.

Técnica de andlisis Anadlisis Parametros Criterios de validez

> 1.8 — 2.1 pureza optima

> 1.6 — 1.7 purea aceptable

< 1.6 ADN contaminado con
A260/A280 Pureza .
compuestos aromaticos

> 2.1 ADN contaminado con
ARN

Espectrofotometria > 2 — 2.2 pureza optima

> 1.8 pureza aceptable

< 1.8 ADN contaminado con
A260/A230 Pureza )
sales, fenol, hidratos de carbono

< 1.5 ADN altamente

contaminado

5.9 Meétodos mas utilizados en extraccion de ADN de muestras vegetales.

5.9.1 Método de CTAB (Bromuro de hexadecil trimetil amonio).

El método de extraccion con CTAB es el propuesto por (Gardes & Bruns, 1993). Es uno de
los métodos que mas se utiliza hoy en dia, ha sido probado con diferentes especies de plantas
y hongos obteniendo buenas extracciones, realizando un precalentado de CTAB, origina la
separacion de las membranas celulares, produciendo la ruptura celular. Este método hace
que la extraccion sea mas facil, se obtiene un ADN con alta pureza y limpio, quitando
compuestos secundarios o polisacaridos que hagan un dafio en la amplificacion (Escalante
etal., 1997).

5.9.2 Meétodo de tratamiento con horno de micro-ondas

Este método consiste en irradiacién de microondas es una forma inusual de extraer ADN, es

de gran relevancia cuando se tiene pequefias cantidades de tejido para la extraccion, se tiene



resultados satisfactorios con esporas vegetales, estas suelen actuar por exposicion del ADN

normalmente protegido por la estructura celular (Gloria, 2003).

5.9.3 Método con fenol - micro-ondas
Paquete comercial "Nuclcon. Phytopure for Plant DNA™ (Amersham Life Science).

La nota técnica de este paquete de extraccion de ADN fue optimizada para la extraccion de
ADN de plantas y hongos, asegurando alto rendimiento y pureza (con muestras frescas),
ademas de ser muy corto el tiempo de preparacion. El paquete no necesita de la aplicacion
de fenol o CTAB. La célula es lisada con un reactivo que contiene potasio y SOS (Lauril
sulfato de sodio) (no se precisan las concentraciones), formando un complejo con las

proteinas y polisacaridos contenidos en la muestra (Gloria, 2003).

5.9.4 Paquete de extraccion de ADN "Plant DNAzol" (Gibco, Life Technologies)

"Plant DNAzol" es un reactivo formulado especificamente para el aislamiento de ADN
gendmico de plantas, el procedimiento se basa en el uso de una solucion de lisis que contiene
el detergente Guanidinio, mismo que hidroliza al ARN permitiendo la precipitacion selectiva
del ADN. Durante este procedimiento la muestra del hongo se pulveriza con nitrégeno
liquido y el ADN gendmico se extrae del homogenado con la solucion de "Plant DNAzol".
Después de la extraccién los residuos del hongo se eliminan por centrifugacion y el ADN se
precipita con etanol. Se realiza un lavado del precipitado resultante y se disuelve. El
procedimiento completo se efectia en 60 minutos y el ADN resultante se puede utilizar en
transferencias de tipo Southern, en hibridacién dot-blot, PCR, clonacion molecular, etc.
(Kress et al., 2005).

5.10 Cadigos de barras de ADN

Histéricamente las caracteristicas morfoldgicas de las plantas han sido fundamentales para
la identificacion de ejemplares de Fabaceas, en algunas zonas del mundo existen iniciativas
para poder codificar con codigo de barras de ADN la biodiversidad del mundo y poder
agregar esta serie de datos a disposicion de cualquier persona con interés en el tema (Baldi,



2021). Los codigos de barras de ADN es una técnica que facilita la identificacion de especies
animales o vegetales, se basa en el uso de una region de ADN, corta y estandarizada del
genoma (Braukmann et al., 2019). Las secuencias son utilizadas para descubrir, caracterizar
molecularmente, distinguir especies y lo mas importante para asignar individuos que a un no

estan identificados a especies (Kress et al., 2005).

Los codigos de barras de ADN muestran diferencias que pueden presentarse como un método
para la identificacion de especies (Collins & Cruickshank, 2013). El constante manejo de
codigos de barras de ADN puede ayudar a superar algunas limitaciones de los caracteres
morfoldgicos de las especies, ademas de incrementar la identificacion de especies de manera
rapida (Barber & Boyce, 2006). Las secuencias generadas a partir de los cddigos de barras
de ADN se han empleado en un amplio campo de aplicaciones, uno de ellos es en ecologia
en donde es posible la elaboracion de arboles filogenéticos con especies provenientes de

ecosistemas abundantes en especies (Barber & Boyce, 2006).

Existen diferentes caracteristicas que los codigos de barras de ADN deben poseer como: la
universalidad, es decir, que en mdltiples taxones sea posible el uso de cebadores
estandarizados permitan la amplificacion del ADN y que éste a su vez sea técnhicamente facil
de secuenciar (Collins & Cruickshank, 2013). Por otro lado, los codigos de barras deben
tener variabilidades para las identificaciones a nivel especie, cabe mencionar que estos tienen
que ser facilmente alienables a una secuencia de ADN con otra (James et al., 2018b). Los
codigos de barras deben contener pocas cantidades de inserciones/deleciones, ya que estas

pueden perjudicar la comparacién e interpretacion de secuencias (Paz et al., 2011).

El sistema de codigo de barras de ADN para los animales esta generalmente basado en la
secuencia del citocromo c¢ oxidasa 1 mitocondrial (cox1), esto demuestra un éxito en la
identificacion de especies, por otro lado, el gen coxl es descartado para ser utilizado en
codigos de barras de ADN en los ejemplares de plantas, existen detalles y problemas hacia
la planta, uno de ellos es la baja tasa de sustitucion de nucleétidos del genoma mitocondrial
gue son observadas en los genes plasticos o nucleares (Newmaster et al., 2006). Ademas, la

pequefia tasa de sustitucion de nucleétidos de cox1, hace mas interesante la tarea de encontrar



un locus que sea universal y que tenga como caracteristica una divergencia de secuencia alta

a nivel de especie en plantas (Newmaster et al., 2006).

5.11 Marcadores utilizados como codigos de barras de ADN

A continuacion, se describen y se especifican los siguientes marcadores moleculares que

pueden servir como codigos de barras de ADN en plantas:

5.11.1 ITS2 (segundo espaciador transcrito interno — nacleo).

Se caracteriza por tener una alta divergencia intraespecifica ya que es poseedor de un locus
con el 94% de amplificacion y una tasa de discriminacion del 93%. Este marcador esta
ubicado entre dos genes ribosomales 5.8S y 28S, también se destaca por tener una probable
funcién en la regularizacion de la transcripcion de subunidades ribosdmicas que se
encuentras activas, este espaciador se caracteriza por proporcionar los elementos
estructurales irreemplazables para el correcto procesamiento del pre-rRNA (Techen et al.,
2014). Esto se debe a ciertas caracteristicas de un valor alto que estan incluidas en la
disponibilidad de regiones conservadas para poder disefiar cebadores universales, la
simpleza de su amplificacion y la variabilidad suficiente para poder distinguir inclusive
especies que estan rigurosamente relacionadas, ITS2 es propuesto como cédigo de barras

estandar para obtener la autenticacion de plantas medicinales (Techen et al., 2014).

La region ITS2 se ha descifrado que forma parte del espaciador que esta transcrito interno y
es utilizable para muchos botanicos como un marcador taxondmico molecular (Techen et
al., 2014). Se dice que esta regién cuenta con ciertas ventajas que ya estan definidas esto se
basa por la corta longitud (412 pb) que se tiene. Por lo regular la region 1TS2 ha hecho notar
una alta variacion de secuencia significativa que se encuentra en un nivel de especie o
inferior, lo que esta se ha posicionado como uno de los marcadores mas utilizados e
importantes para ciertos cientificos al igual en el caso de la sistematica molecular y la
evolucion, al obtener de una manera factible la informacion estructural de 1TS2 nos permite
realizar el analisis a un nivel taxonomico elevado, suele proporcionar informacion especial

para la precision y robustez en las construcciones de algunos arboles filogenéticos (Hadi et



al., 2014). Cabe mencionar que ITS2 es considerado uno de los mejores cddigos de barras
de ADN, es muy influyente gracias a las caracteristicas Unicas que presenta, entre las
caracteristicas se mencionan la alta disponibilidad de regiones conservadas para poder
disefiar cebadores universales, al igual la facilidad de realizar amplificaciones y
variabilidades, lo importante es que es suficiente para distinguir inclusive especies que estan
estrechamente relacionadas, se menciona que ITS2 se ha ratificado como un marcador
poderoso de cddigos de barras que ha obtenido identificaciones de 6600 muestras de plantas
pertenecientes a 4800 especies de 753 géneros diferentes y ha demostrado que la tasa de

identificacion es valiosa y exitosa (Gao et al., 2010).

5.11.2 matK (maturasa K — cloroplasto).

Este es un locus que tiene un gran valor se caracteriza por ser un marcador altamente
complejo durante la amplificacion y alineacion, el gen del cloroplasto estd altamente
conservado en la sistematica vegetal que esta implicada en el corte y empalme de intrones
del Grupo 11, se menciona que cuenta con una tasa de evolucién muy alta, tiene una longitud
estdndar y una alta divergencia, por otro lado, se menciona que tiene una tasa baja de
transicion/ transversion (Lopes, 2012). Su tamafio va desde los 500 hasta los 900 pb y este

se ubica dentro del intron de trnK (Lopes, 2012).

5.11.3 rbcL (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa — cloroplasto).

Este marcador se caracteriza por su facilidad de amplificacién, alineacion y secuenciacion,
en ciertos grupos de plantas ha logrado una discriminacion del 85 %, (Techen et al., 2014).
Entre los genes de plastidos, rbcL es la secuencia de genes mejor caracterizada, por ello,
algunos grupos de investigacion han probado su eficiencia. Este gen codifica la subunidad
grande de la rubilosa 1-5 bifosfato carboxilasa / oxigenasa (RUBISCO), se sabe que esta es
una enzima critica implicada en la fotosintesis, es importante saber que fue el primer gen

gue se secuencio a partir de las plantas (Rubinoff et al., 2006).



6 MATERIALESY METODOS

6.1 Colecta de material bioldgico

La colecta de muestras biologicas se realizd en el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre
Benavides” de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, se colectaron ramas con
hojas sanas y con base en la morfologia que presentan las especies de la familia Fabacea, se
realizo la identificacion taxonomica siguiendo las claves morfolégicas propuestas en el libro
de leguminosas de Coahuila (Tabla 2) (Villarreal Quintanilla, 2004).

De igual manera se colectaron muestras del Herbario Antonio Narro, Saltillo, México
(ANSM). Las muestras tienen diferentes fechas de colectas, la mas longeva es del afio 1982

y la més actual del afio 2017 (Tabla 3).

Tabla 2. Especies y ubicacion geografica de muestras colectadas.

Especie Latitud Longitud
Acacia farnesiana 25°21°20” 101°01°56”
Acacia constricta 25°21°21” 101°01°58”°

Acacia rigidula 25°21°29” 101°02°10”
Acacia roemeriana 25°21°29” 101°02°10”
Calandria eryophylla 25°20°25” 101°02°15”
Leucaena greggii 25°20°25” 101°02°15”
Parkinsonia aculeata 25°20°01” 101°01°32”
Prosopis glandulosa 25°21°29” 101°02°09”
Dalea bicolor 25°21°19” 101°01°58”
Mimosa aculeaticarpa 25°21°29” 101°02°09”




Tabla 3. Especies muestreadas del herbario ANSM.

Especie Lugar de colecta ID Afo
(estado)
Acacia San Luis Potosi, 99456 2017
farnesiana México
Acacia constricta Coahuila, México 25599 1994
Acacia rigidula  Coahuila, México 63691 1995
Acacia Coahuila, México 21923 1983
roemeriana
Calandria Coahuila, México 9221 2007
eryophylla
Leucaena greggii  Coahuila, México 28009 1985
Parkinsonia Coahuila, México 99463 2017
aculeata
Prosopis Coahuila, México 94230 2014
glandulosa
Dalea bicolor ~ Coahuila, México 92107 2010
Mimosa Zacatecas, 49850 1991
aculeaticarpa México

Las muestras colectadas fueron sometidas a los diferentes tratamientos, los cuales simulan
las diferentes etapas del proceso de herborizacion. La descripcion de tratamientos se muestra
en la Tabla 4.



Tabla 4. Descripcion de tratamientos.

Tratamientos

Descripcion

Tratamiento Fresco

A un gramo de tejido vegetal fresco se le realizd

(TF) directamente la extraccion de ADN.
Tratamiento de 15 dias Se colectaron ramas con hojas de cada especie, las
(T15) cuales se herborizaron durante un periodo de 15 dias,

posteriormente se tomé un gramo de tejido y se realizé

la extraccion de ADN.

Tratamiento de Temperatura
(TT)

Las muestras previamente herborizadas en el T15
fueron sometidas a una temperatura de -5 °C durante
15 dias. Al finalizar dicho periodo de TT se tomd un

gramo de muestra para la extraccién de ADN.

Tratamiento Quimico

(TQ)

Las muestras después de ser herborizadas por el TT

fueron  sometidas a un tratamiento  con
paradiclorobenceno (CeH4Ci2) solido y fenol (CsH20)
liquido, los cuales son compuestos volatiles que
actlan en estado gaseoso durante dos horas, al
finalizar dicho periodo se tomo6 un gramo de muestra

para la extraccion de ADN.

Tratamiento Quimico +

Temperatura

(TQT)

Las muestras sometidas a TQ, posteriormente fueron
sometidas al tratamiento TQT por 15 dias, donde las
muestras se colocan en un congelador a -5 °C, se
aplica paradiclorobenceno (CsH4Ci2) y fenol (CeH20)
por 15 dias. Al finalizar dicho periodo se tomo un
gramo de muestra para la extraccién de ADN.

Tratamiento de Herbario
(TH)

Se realizd la extraccion de 10 muestras herborizadas
de Fabaceas. Se tomd un gramo de muestra de cada
especie proveniente del herbario ANSM vy se realizé la
extraccion de ADN.




6.2 Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN genomico se realizd mediante el método de CTAB (Bromuro de
Cetiltrimetilamonio) modificado, previamente descrito (Sharma et al. 2003). Se molié un gr
de tejido vegetal en un mortero junto con 500 uL de CTAB hasta obtener una mezcla fina 'y
homogénea. Después se afadieron 200 uL de CTAB y la mezcla fue transferida a un
microtubo de 1.7 ml, posteriormente se incubd durante 30 min a 50 °C (Incumix
ThermoMixer, Select Bioproducts, México) con agitacion de 50 revoluciones por minuto
(rpm).

Posteriormente, se agregaron 0.6 volumenes de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se
mezcld por inversion durante 10 min y la mezcla se centrifugo 10 min a 15000 rpm en una
microcentrifuga (Spectrafuge 16M, Labnet International, USA). En seguida, con mucho
cuidado se transfirieron 300 pL de la fase acuosa a un microtubo de 1.7 ml nuevo, después
se agregaron 2 volumenes de alcohol absoluto para precipitar el ADN. Se volvi6 a centrifugar
(5 min a 15000 rpm) para sedimentar el ADN, se realizaron dos lavados con etanol al 70 %
(400 y 300 pL), la mezcla se centrifugd 5 min a 15000 rpm. En seguida se decantd el alcohol
y la pastilla obtenida se dejé secar toda la noche y posteriormente se rehidrato la pastilla con

70 pL de agua ultrapura libre de nucleasas.

6.3 Electroforesis en gel de agarosa

Para verificar la integridad del ADN gendmico extraido se realizd una electroforesis en gel
de agarosa (0.8 %) a 75 V, durante 1:45 h, en el cual se cargaron todas las muestras de ADN
(3 uL) més 1.5 pL de buffer de carga (4.5 uL) (5x Green GoTaq Buffer + Diamond Nuclei
Acid Dye, Promega™). La documentacion del gel se hizo en el Sistema Gel Axygen
(Axygen GD-1000, USA). EI ADN genomico fue conservado a -20 °C para posteriores

analisis.

6.4 Amplificacion por medio de PCR

La reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la amplificacion del fragmento ITS2, se

realiz6 con el estuche comercial GoTagq Green Master Mix, 2X™ (Promega, USA),



siguiendo las especificaciones del fabricante (Tabla 5). El programa de PCR establecido se
detalla en la Tabla 6. Para verificar la amplificacion por PCR nuevamente se realizd una

electroforesis, en gel de agarosa.

Tabla 5. Mezcla para la reaccion de PCR.

Componentes Volumen Concentracion final
GoTaq Green Master Mix,2X 10pL 1X

Cebador directo 2 UL 0.1-1uM

Cebador reverso 2 uL 0.1-1uM

Molde de ADN 1puL <250 ng

Agua libre de Nucleasas 5uL N. A

Tabla 6. Cebadores y programa de PCR para la amplificacion de ADN.

Fragmento Cebadores (5°- 3") Programa de PCR Referencia
ITS2 ITS-2F: 95°C, 4min; 35x Chen et al.,
ATGCGATACTTGGTGTGAAT (94°C, 455s:56°C, 1 2010
ITS-2R: min: 72°C, 1

GACGCTTCTCCAGACTACAAT  min):72°C, 10 min.

6.5 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN vy proteinas se realizd a través de un equipo NanoDrop
(NANODROP 2000/2000c Spectrophotometer, Thermo Scientific) utilizando el software
NANODROP 2000/2000c v.1.0. Para realizar la lectura utiliza un compuesto de referencia
(blanco), el equipo genera un espectro y lo almacena en una memoria. Se toma una muestra
de 1 uL, con una onda que va de 220 mm a 750 nm, funciona a través de un software (ND-
100 V3 3.0) dando lectura a través de una computadora, proporcionando los resultados y

agregandolos en una tabla en Excel.



6.6 Indices A260/A280 y A260/A230

El indice de absorbancias A260/A280 de cada una de las muestras se determinaron
dividiendo la absorbancia A260 nm entre el valor de absorbancia A280 nm para evaluar la
pureza de las muestras. El indice de absorbancias A260/A230 de cada una de las muestras

se determinaron dividiendo la absorbancia A260 nm entre el valor de absorbancia A230 nm.
6.7 Analisis estadistico

La media de los rendimientos de ADN y de proteinas de cada uno de los tratamientos fue
analizada por medio de andlisis de varianza (ANOVA) a un nivel de significancia de 0.05,

se realizaron graficas comparativas de las medias de los resultados +/- error estandar

utilizando el software R-studio (Proc Plot Mean).



7 RESULTADOS

7.1 Colecta de material biolégico

En el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre Benavidez” de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro se identificaron y colectaron 10 especies del género Fabacea (Figura 5), siete
de ellas pertenecientes a la subfamilia Mimosoideae, dos de la subfamilia Caesalpinioideae
y una de la subfamilia Papilionoideae. Estas mismas especies fueron colectadas del Herbario
Antonio Narro Saltillo México; las cuales tuvieron una edad variable de conservacion en

herbario, La més antigua es de afio 1983 y la mas reciente del afio 2017 (Tabla 3).

Figura 5. Especimenes colectados, A) Acacia farnesiana, B) Acacia constricta, C) Acacia
rigidula, D) Acacia roemeriana, E) Calandria eryophylla, F) Leucaena greggii, G)

Parkinsonia aculeata, H) Prosopis glandulosa, 1) Dalea bicolor, J) Mimosa aculeaticarpa



7.2 Extraccion de ADN genomico

Con el méetodo de extraccion de gendémico utilizado en este trabajo para muestras
conservadas con distintos tratamientos, se logré una extraccion de ADN, las cuales todas
presentaron algun grado de barrido, muy notorio en la B) T15, C) TT, D) TQ y F) TH, pero

ausentes en la E) TQT, en la A) TF se logra apreciar una buena cantidad de genémico sin

barrido notorio (Figura 6).

Figura 6. ADN genomico extraido de seis tratamientos diferentes, A)TF, B)T15, C)TT, D)
TQ,E)TQT, F) TH. 1) Acacia farnesiana, 2) Acacia constricta, 3) Acacia rigidula, 4) Acacia
roemeriana, 5) Calandria eryophylla, 6) Leucaena greggii, 7) Parkinsonia aculeata, 8)

Prosopis glandulosa, 9) Dalea bicolor, 10) Mimosa aculeaticarpa.

7.3 Amplificacion por medio de PCR



La amplificacion por PCR se realizd de ADN extraido. Los amplicones obtenidos
corresponden al peso molecular (200 a 300 pb) reportado para la region ITS2 (Figura 7),
ademéas se obtuvieron diferentes porcentajes de amplificacion en cada tratamiento, el
porcentaje mas alto de amplificacidn se obtuvo en las muestras del TH obteniendo e 100%
de amplificacion, y el méas bajo en TQ con el 20% (Tabla 7.) No se observo ni una especie
que en todos los tratamientos no amplificara, por lo cual las diferencias no son atribuibles a

las especies y en todas se presentd una banda bien definida.

Figura 7. Amplicones obtenidos en seis tratamientos diferentes, A) TF, B) T15, C) TT, D)
TQ, E) TQT, F) TH. M) Marcador molecular 1) Acacia farnesiana, 2) Acacia constricta, 3)

Acacia rigidula, 4) Acacia roemeriana, 5) Calandria eryophylla, 6) Leucaena greggii, 7)
Parkinsonia aculeata, 8) Prosopis glandulosa, 9) Dalea bicolor, 10) Mimosa aculeaticarpa.



Tabla 7. Porcentajes de amplificacion en cinco tratamientos y muestras de herbario.

Tratamiento TF T15 TT TQ TOQT ™
Amplificacion 95 80 60 20 60 100
(%)

7.4 Rendimiento de ADN y proteinas

Tabla 8. Andlisis de varianza (significancia de 0.059, del rendimiento de ADN (ng/ uL) y

proteinas (mg/ml) en cada tratamiento.

Grados de libertad Valor P(p<0.05) Calificacion
ADN 5 1.46E-04 *x
PROTEINAS 5 5.60E-04 ol

El rendimiento de ADN de los tratamientos TF, T15 Y TT, mostraron los mayores
rendimientos de ADN, los cuales van de un rango 250 a 400 ng/pL de ADN y los menores
rendimientos se obtuvieron en las muestras del TQ, TQT Y TH, en un rango de entre 100 y
170 ng/pL de ADN (Figura 8).
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Figura 8. Rendimiento de ADN en seis tratamientos de extraccion de ADN.



En el anélisis de comparacién de medias (p>0.05) de la cuantificacion de proteinas, la gréafica
es muy similar a la cuantificacion de ADN. Hay diferentes concentraciones de proteinas en
los distintos tratamientos (Figura 9), siendo el tratamiento T15 donde se obtuvo la mayor
concentracion de proteinas. La menor concentracion de proteinas se obtuvo en el tratamiento
TQT y TH (Figura 9). Los tratamientos TF, T15y TT son estadisticamente iguales, y a su
vez superiores a los tratamientos TQ, TQT y TH. En términos generales la concentracion de
proteinas vario en un rango de 4.3 a 1.2 mg/ml.
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Figura 9. Cuantificacion de proteinas, en seis tratamientos de extraccion de ADN.

7.5 Indices A260/A280 y A260/A230

El valor del indice 260/280 vario6 de 1.495 a 1.858 (Tabla 9), el mayor valor en este indice
se obtuvo en el TF (1.858) y el menor se obtuvo en el tratamiento TQT con un indice 260/280
de 1.495. Es destacable que los tratamientos TF, T15y TT obtuvieron valores notoriamente
mayores en este indice, comparados con los tratamientos TQ, TQY y TH.



Tabla 9. indice 260/280 en cada uno de los tratamientos.

Tratamiento TF T15 TT TQ TOQT TH
Indice 1.858 1.798 1.734 1.555 1.495 1.504
260/280
Calificacion Optima Aceptable Aceptable No No No

Aceptable aceptable Aceptable

El valor del indice 260/230 vari6 de 0.731 a 1.227 (Tabla 10), el mayor valor en este indice
se obtuvo enel TFY T15 (1.227) y el menor se obtuvo en el tratamiento TQT con un indice
260/230 de 0.731. Es destacable que los tratamientos TF, T15 y TT obtuvieron valores
notoriamente mayores en este indice, comparados con los tratamientos TQ, TQY y TH que

fueron inferiores.

Tabla 10. Indice de absorcién a 260/230 en cada uno de los tratamientos.

Tratamiento TF T15 TT TQ TQT TH
Indice 1.227 1.227 1.078 0.772 0.731 0.763
260/230
Calificacion No No No No No No

Aceptable  Aceptable  Aceptable Aceptable Aceptable  Aceptable




8 DISCUSION

8.1 Materiales colectados.

En total se colectaron 10 muestras frescas en el Jardin Boténico “Gustavo Aguirre
Benavidez” de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro del género Fabacea. Estas
mismas 10 especies fueron colectadas del Herbario Antonio Narro Saltillo México; las cuales
se sitlan en una edad variable de conservacion en el herbario, la méas antigua es del afio 1983
y la mas reciente del afio 2017. Esta familia tiene una amplia distribucién en el desierto
(Camargo-Ricalde, 2000). EI Herbario Antonio Narro Saltillo México cuenta con especies
de esta familia, las cuales son de mucha importancia ecolégica y econdmica, actualmente se
tienen muy pocos estudios. Este trabajo es necesario porque la familia Fabacea contienen
metabolitos y polifenoles que impiden la extraccion de ADN (Traffano Schiffo et al., 2019).

ya que algunas de ellas producen ceras y resinas.

8.2 Extracciéon de ADN

En el presente estudio se utilizé el método CTAB para realizar extracciones de ADN en
plantas. Es conveniente mencionar que dicho protocolo ha sido modificado para disminuir
la presencia de metabolitos secundarios, polifenoles, polisacaridos y sales en el ADN
obtenido (Peterson et al., 1997), para obtener ADN de buena calidad. Se han descrito varios
protocolos para extraer ADN de plantas que contienen altas cantidades de polifenoles y
polisacaridos uno de ellos es la purificacion con cloruro de cesio, (Murray & Thompson,
1980), uso de proteinasa, nitrégeno liquido, junto al uso de estuches comerciales (Tanaka &
Ito, 2020).

En la extraccion de ADN que se realizaron, no se presentaron complicaciones, ya que el
ARN presento degradacion espontanea durante la extraccién sin la necesidad de aplicar
rnasa. En todas las muestras hubo ADN cuantificable, desde la muestra mas joven del afio
2017, hasta la més afieja que es del afio 1983, existiendo un periodo de diferencia de mas de
30 afos, se han reportado estudios similares en la extraccion de cafia de azucar (Saccharum

officinarum) con el protocolo modificado de CTAB (Doyle & Doyle, 1987), donde



mencionan gque no requiere un tratamiento con rnasa; esto se debe a que el ARN parece
degradarse en el periodo de extraccion. En otros términos, reduce significativamente el
tiempo de manipulacion de muestras y el desperdicio de materiales de laboratorio,
especialmente cuando es necesario procesar cientos de muestras (Aljanabi et al., 1999). Al
igual, en reportes previos, se realizaron extracciones a través del kit de extraccion de ADN
gendmico de plantas (GeNei) el cual demostré resultados prometedores para las especies de
manglares y marismas, las cuales contienen la presencia de polisacaridos pegajosos en el

sedimento y la banda cortada en el gel de agarosa (Sahu et al., 2012).

Existen reportes previos que estdn enfocados en estudios de genomas en los cuales han
encontrado altas purezas de ADN (Rohland & Hofreiter, 2007). Posteriormente un estudio
demuestra la evaluacion de tres protocolos de extraccion de ADN, de trece especies vegetales
de Trébol (Trifolium amabile), los protocolos evaluados fueron: P1 (Kit de extraccion de
ADN PureLink), P2 (kit de extraccion de ADN mas lisador celular,1 ciclo, 110 segundos),
P3 (kit de extraccion de ADN mas lisador celular, 4 ciclos, 60 segundos) (Huambo Ore,
2020). Existe un estudio de extraccion en el hongo de miel (Armilaria mellea) el cual se
Ilevo a cabo con el kit comercial “PowerSoilTM DNA Isolation” (MOBIO Laboratories,
Inc.) donde se obtuvo un ADN de gran calidad (Crespo et al., 2008), las cuales estan libres
de contaminantes. De estas investigaciones se han dedicado a establecer una variedad de
protocolos de extraccion de ADN, las cuales puedan mejorar la calidad y pureza (Rohland
& Hofreiter, 2007). Es distinguible mencionar que entre la pureza del ADN extraido y el
éxito de la PCR existe relacién, pues en ocasiones se presentan inconvenientes en particular
en las plantas esto se debe a laamplia porcién de sustancias quimicas primarias y secundarias
que estan presentes en las células y que acttan en detrimento del éxito de la PCR (Séarkinen
etal., 2012).

8.3 Amplificacion por medio de PCR

En este trabajo se logrd la extraccion de ADN con calidad suficiente para amplificar por
PCR. En estudios previos se ha mencionado que es relevante contar con alta cantidad de
ADN de buena calidad, para obtener una buena amplificacion (Cadavid Sanchez et al.,

2013).



En la amplificacion de las 10 muestras en seis tratamientos diferentes, fue una demostracion
que la mayor porcion de proteinas que se encuentran en los especimenes disminuye el
porcentaje de la PCR. EI TT y TQT presento una efectividad del 60%, mientras que el TQ
un 20%. La mayor cantidad de concentracion de proteinas une en total a todos los elementos
que son necesitados en el desarrollo de la herborizacion de ejemplares siendo un problema
optimo para las amplificaciones de estas muestras como lo menciona Sérkinen et al., (2012).
Obteniendo un 100% de amplificacion con ITS2 en el TH, el TF con 95%, en el T15 un 80%
enel TTY TQT un 60%. Por lo tanto, se puede esperar que la importancia del ADN de alta
pureza sea aun mayor para las muestras de plantas degradadas, como el ADN de herbario,

en comparacion con el ADN antiguo de otros organismos.

Existen resultados con bastantes similitudes, los cuales han sido reportados en extracciones,
posterior digestion por endonucleasas empleadas para el analisis de PCR utilizando una
cierta cantidad de pétalos de flores de la planta (Gasteria croucheri), el arbusto (Erythrina

humeana) y un arbol (Calpurnia aurea) (lbrahim, 2011).

8.4 Rendimiento de ADN y proteinas

Se ha mencionado que el método CTAB, sin hacerle ningin cambio arroja un resultado de
ADN de 255,23 ug por gramo de material foliar (Puchooa & Khoyratty, 2004). El
rendimiento de ADN obtenido en este trabajo oscila entre entre 100 y 170 ng/uL, en todas
las muestras de los tratamientos de herborizacion, se obtuvo ADN cuantificable,
incorporando las muestras de herbario, el procedimiento establecido para la extraccion
resulto en gendmicos con la calidad suficiente para realizar los analisis siguientes. Se han
mostrado resultados similares en la realizacién de estudios que incluyen muestras frescas de
Solanum subgénero Leptostemonum, las cuales por su parte son provenientes del campo o
muestras secas como las que estdn disponibles en los herbarios o procesadas para
conservacion, utilizando el método (Collins et al., 1987) con base en solucion tampoén de
lisis obteniendo un 78% de éxito y el método de (Collins et al., 1987) modificado un 89 %
de éxito. En Los geles de verificacion de las extracciones mostraron productos de ADN de
buena calidad y sin degradacion, en general, para una misma muestra no se observo
diferencias entre los protocolos, sin embargo, para una muestra procesada con el método de
~37~



(Collins et al., 1987), modificado, se obtuvo una banda mas fuerte cuando se macerd con
nitrégeno liquido que cuando éste no se uso, lo cual indica, que este procedimiento adicional
podria mejorar los resultados como se observd al realizar lo mismo en un mayor nimero de
muestras. Finalmente, se sugiere con base en los resultados que el método de (Collins et al.,
1987), permite obtener productos deseables en la extraccion de ADN, con buena cantidad a

un menor costo y sin riesgos para la salud (Cadavid Sanchez et al., 2013).

Hoy en dia se denota que el éxito de iniciativas mundiales como la del codigo genético de
barras para la identificacion de especies vegetales, depende del ADN con el cual se empieza
el proceso de identificacion molecular para el material vegetal, en particular si se considera
que algunos compuestos polifendlicos, azucares de cadenas largas y otros metabolitos
secundarios pueden causar dafios en el proceso de extraccién y amplificacion de las regiones

de interés en algunas plantas (Cadavid Sanchez et al., 2013).

En este estudio los tratamientos TF, T15 Y TT, mostraron los mayores rendimientos de
ADN, los cuales van de un rango 250 a 400 ng/pL de ADN y los menores rendimientos se
obtuvieron en las muestras del TQ, TQT Y TH, en un rango de entre 100 y 170 ng/uL de
ADN utilizando el marcador ITS2. Existen estudios donde se trabajé con el marcador RAPD
y marcador TRAP (Hu & Vick, 2003). La especie estudiada fue Saccharum officinarume,
los valores medios de rendimiento del DNA extraido fueron de (0.68 mg/g), estos resultados
superan a los reportados por otros autores, quienes extrajeron ADN de cafia de azucar, con
el uso de los marcadores de polimorfismo de amplificacion de la region diana independiente
(TRAP) y de polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP) con rendimientos de DNA inferiores

a los 0.30 mg/g de tejido foliar (Devarumath et al., 2013).

En este estudio se obtuvieron diferentes concentraciones de proteinas en los distintos
tratamientos, siendo el tratamiento T15 donde se obtuvo la mayor concentracion de
proteinas. La menor concentracion de proteinas se obtuvo en el tratamiento TQT y TH. Los
tratamientos TF, T15 y TT son estadisticamente iguales, y a su vez superiores a los
tratamientos TQ, TQT y TH. En términos generales la concentracién de proteinas vario en
un rango de 4.3 a 1.2 mg/ml. En estudios previos la cuantificacién de proteinas en Solanum

quitoense por el método de Bradford segun obtuvieron una cuantificacion exitosa. Los



valores encontrados en los diferentes tratamientos fueron los siguientes para KM fueron;
1,41 mg/mL APG para PG, 37,8 mg/mL para PE y 0,0865 mg/mL, lo que proporciona los
cimientos para poder estudiar el comportamiento de proteina durante el proceso de la
maduracion de los frutos de lulo (Solanum quitoense Lam) (Rodriguez Nieto & Restrepo
Sanchez, 2011), leyendo la absorbancia 450 y 590.

8.5 Calidad del ADN

El indice 260/280 hace referencia a la division que resulta de la absorbancia del ADN, que
es medida a 260 nm, sobre la cantidad de proteina que mide a 280 nm. Este indice se
mantiene disponible continuamente para realizar una evaluacion de la pureza de ADN que
fue extraido. El indice 260/280 es un factor fundamental que se debe tener en cuenta a la
hora de ver si un método de extraccion es exitoso y da una idea de la cantidad y la integridad
de las muestras (Pineda et al., 2021). Si el indice 260/280 esté entre 1.8 a 2 es una calidad
Optima, un valor de 1.6 a 1.8 es calidad aceptable, un valor menor de 1.6 indica
contaminacion con fenoles y proteinas, un valor mayor a 2.1 indica contaminacion con ARN,
tales valores permiten evaluar la pureza de una muestra de ADN (Pineda et al., 2021). Bajo
esta consideracion, se obtuvo ADN con una pureza Optima para el TF, obteniendo un
promedio de 1.8, sin el uso de nitrégeno liquido; para el T15y TT la calidad obtenida fue
aceptable segun el indice 260/280 ubicandose dentro del rango 1.7 de pureza, para el TQ,
TQT Y TH mostraron un caso contrario ubicandose por debajo de 1.6, esto indica que se
tiene una contaminacion por sales o proteinas. Para obtener mejores valores de calidad se
deben considerar las caracteristicas de cada una de las muestras para poder realizar la
implementacion de modificaciones para realizar la eliminacion de contaminantes y
sustancias organicas de diferentes protocolos de extraccion (Bag et al., 2016; Miao et al.,
2014). Un trabajo similar realizado para verificar la calidad del ADN en cafia de azlcar
(Saccharum officinarum), muestra que la pureza del ADN se determiné a partir del indice
260/280, que promedid entre 1,76 y 1,96 en todas las muestras. Sin embargo, en estudios
previos, esta calidad de ADN fue suficiente para realizar analisis de repeticiones de
secuencia simple (SSR) (Aljanabi et al., 1999).



En un estudio previo (Sahu et al., 2012), la extraccion de ADN para plantas con altos niveles
de metabolitos secundarios y polisacaridos sin usar nitrogeno liquido y fenol, el indice
260/280 obtuvo valores de 1,78 a 1,84, comparado con nuestro estudio que va de 1.495 a

1.858, en ambos estudios, la amplificacion por PCR fue posible.

En el caso del indice 260/280 es, conveniente mencionar que nos sirve para estimar la pureza
del ADN vy la presencia de ARN, el valor ~1.8 en esta variable, cominmente se considera
aceptable y puro para el ADN (Miao et al., 2014). La proporcion de ~2.0 se acepta al igual
se le conoce como "pura” parael ARN (Miao et al., 2014). En un estudio previo de Passiflora
ligularis (Solano-Flérez et al., 2009), se obtuvieron concentraciones muy bajas de ADN en
el tratamiento de campo y tratamiento de herbario, esto demuestra que se tiene contaminantes
como son las sales, polifenoles, polisacaridos y proteinas (Solano-Flérez et al., 2009). Lo
cual en este estudio mostro un caso contrario para todas las muestras, logrando tener
concentraciones de ADN en los 6 tratamientos, TF, T15, TT, TQ, TQT Y TH.

El indice 260/230 sirve para evaluar la pureza de los &cidos nucleicos, sin embargo, siendo
una medida secundaria, en este indice se utilizan valores mas altos que los de 260/280 para
el acido nucleico "puro” (Lucena-Aguilar et al., 2016). Los indices 260/230 se deben de
mantener en el rango de 2.0-2.2 para considerarse 6ptimos. Cuando se obtiene u260/23n
indice demasiado bajo, esto hace referencia a que se tiene la presencia de contaminantes que
se absorben a 230 nm como son las sales, carbohidratos, polifenoles y polisacaridos (Castillo
Reyes & Peralta Parrado, 2019). En general, se considera que el ADN es puro cuando el
indice 260/230 se sitta en torno 1.8-2.2, por lo cual un indice menor del.8 se relaciona con
presencia de contaminantes en la muestra (Lucena-Aguilar et al., 2016). Cuanto menor sea
el valor de este indice, la presencia de contaminantes en la muestra serd mayor (Bag et al.,
2016). Una ratio <1.5 estaria indicando una impureza relevante en la muestra que podria
comprometer su funcionalidad (Bag et al., 2016). No obstante, indice resulta mucho mas
variable que el indice 260/280 dependiendo de factores como la concentracion de ADN o de
la composicion del tapon de resuspension de la muestra. En este estudio, parael TFY T15,
se obtuvo un indice 260/230 cercano a 1.2, el TT tiene 1.078, en el caso del TQ tiene 0.772,
el TQT esta en 0.731 y TH tiene 0.763, esto demuestra que todas las muestras de los 6

tratamientos no se ubican en los rangos de calidad aceptable y 6ptima, implicando la



presencia de contaminacion segun los estandares; puede contener sales, hidratos de carbono

y fenoles.

Se menciona que la contaminacion por polisacaridos se evalla calculando el indice 260/230

(Wilson Sanchez, 2016). Sin embargo, esta relacion es mas variable que el indice 260/280
esto se depende a las concentraciones de ADN. Segun los valores del indice 260/280 en los
tratamientos de TQ, TQT, TH se puede deducir contaminacién con sales, fenoles, e hidratos
de carbono, no obstante, en este estudio, segln el indice 260/230, las muestras de ADN
extraido no cumplen con parametro de calidad aceptable, mucho éptima, por otro lado, si se
hace énfasis en el indice 260/280, estas se encuentran debajo del rango de pureza aceptable,
pudiendo ver la media por debajo de 1.4. En diversas investigaciones previas (Puchooa &
Khoyratty, 2004). Las lecturas espectrofotométricas demostraron mucha contaminacion con
polisacaridos, sales y compuestos fendélicos, que arrojaron un indice 260/230 de 0,782 y un
indice 260/280 de 1,750. (Puchooa & Khoyratty, 2004).

Sin embargo, es destacable que a pesar de los indices 260/230 bajos obtenidos, las muestras
de ADN obtenidas en todos los tratamientos, tuvieron la calidad suficiente para realizar
amplificacion por PCR, resultados similares fueron reportados por (Vinuesa, 2022). Donde
se obtuvo una concentracion medida con el equipo NanoDropTM 3000 (Thermo Fisher
Scientific) de 427,9 ng/ul, con un indice 260/280 de 1,91 y un cociente 260/230 de 2,15. Si
el cociente fuese menor, podria indicar la presencia de contaminantes de tipo aromaticos
como fenoles o proteinas, que tienen aminoacidos de estas caracteristicas y, por tanto, una
fuerte absorbancia a una longitud de onda de 280 nm. Como segunda medida se utiliza el
indice 260/230 que indica que el DNA es de pureza 6ptima si tiene un valor entre 2,0-2,2.
Un indice 260/230 menor de 1,8 podria indicar la presencia de contaminantes que absorben
a 230 nm como carbohidratos o sales caotropicas Cuantificaron con NanoDropTM 3000 la
concentracion del vector PB-Cuo y obtuvieron un resultado de 435,3 ng/ul con el indice
260/280 de 1,92 y 260/230 de 2,38, que consideramos adecuados (Vinuesa, 2022). Un
estudio Xylaria sp. (Sandoval-Pineda et al., 2017), se determino la pureza del ARN en cada
muestra por medio del indice 260/230 y el rendimiento fue calculado como la cantidad de
ARN obtenido (ng) sobre el peso de micelio utilizado para la extraccion (ug), (Sandoval-
Pineda et al., 2017).



9 CONCLUSION

La extraccion de ADN genomico de muestras de fabaceas en proceso de herborizacion,
mediante el método de CTAB modificado, resulto ser exitoso pues en todos los tratamientos
se pudo obtener ADN genomicos verificable por electroforesis y cuantificable por
espectrofotometria.

El tratamiento quimico de las muestras analizadas implica una disminucién significativa en
los rendimientos de ADN obtenido y la presencia de proteinas. El tiempo de conservacion
de la muestra en herbario no demostro afectar en mayor medida el rendimiento de ADN y
proteinas obtenido.

El tratamiento quimico afecta de manera negativa al indice 260/280 llevando a obtener
valores no aceptables de este indice. Aunque en este estudio ninguna muestra obtuvo un
indice 260/230 aceptable, todas las muestras fueron amplificables por medio de PCR, lo cual
revela que el indice 260/230 tiene una limitada capacidad para determinar la pureza de una
muestra de ADN.
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