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RESUMEN

Las acacias son de gran relevancia en México y en diferentes partes del mundo debido a su
estatus valor ornamental, ecoldgico y econdémico. Sin embargo, la identificacion tradicional
de plantas no permiten una identificacion répida, por lo que, en este sentido la aplicacion de
técnicas molecular como los “Codigos de Barras de ADN” son de gran utilidad. En este
trabajo de investigacion se utiliz6 esta técnica molecular aplicando una region del gen rbcL
como marcador para analizar su capacidad de identificacion y discriminacion en 13 especies
del género Acacia L. Para ello se llevo a cabo la colecta de tejido vegetal y se realiz6 la
extraccion de ADN seguido de la amplificacion por PCR de todas las muestras vegetales
colectadas. Después de la secuenciacion, se analizaron los electroferogramas y secuencias
obtenidas, esto con la ayuda de distintos programas bioinformaticos SnapGene Viewer y
MEGA X, se crearon archivos en formato FASTA que contenian el alinemiento.
Posteriormente se evaluo el poder discriminatorio de rbcL mediante el analisis BLAST para
cada secuencia de consulta generada. Por ultimo, el dendograma fue generado con el método
estadistico de union de vecinos (neighbor-joining) en el dendograma se contenia 13
secuencias de consulta las cuales se agruparon dos clados monofiléticos bien definidos, sin
embargo, los clados no lograron agruparse de acuerdo con la caracterizacion morfologica
entre las especies analizadas. de subgéneros propuesta en literatura. En conclusion, los
marcadores rbcL permiten la amplificacion y secuenciacion de muestras de acacias, sin
embargo, es necesario continuar con investigaciones que revelen una mayor capacidad

discriminatoria relacionada con el marcador rbcL en dichas espcies.



1. INTRODUCCION

El género Acacia se encuentra en la subfamilia Mimosoidea (Fabaceae) su diversidad abarca
alrededor de 60 géneros y 3100. Estas especies abarcan dicotiledoneas tales como los frijoles,
habas o chicharos por mencionar algunos. Una caracteristica de esta familia es el fruto en
forma de una vaina alargada que puede contener de 1 a 15 semillas. Su distribucién es muy
amplia en los trépicos y subtropicos del mundo, siendo menos amplia en las zonas templadas
del mundo (Arce, 2001).

De todas las especies que se encuentran en el planeta pocas pueden identificarse con base a
los métodos tradicionales de identificacion de plantas esto continGa siendo un gran desafio
de gran importancia para los taxonomos especialistas (Hebert et al., 2004).

La implementacion de la herramienta molecular denominada codigo de barras de ADN se ha
presentado como herramienta de identificacion taxondmica de especies y como un
mecanismo para descubrir especies cripticas. Ademas, los codigos de barras pueden revelar
una divergencia genética muy alta dentro de una misma especie putativa dando como
sugerencia a la existencia de especies criticas (Paz et al., 2011). Esta tecnologia ha tenido un
impacto positivo en la clasificacion e identificacion de la gran biodiversidad (Gregory, 2005).
Los cadigos de barras tienen una amplia funcién y se pueden utilizar para una amplia gama
de propositos, como respaldar la propiedad o los derechos de propiedad intelectual (Stewart,
2005); revelar especies cripticas (Hebert et al., 2004); en medicina forense para poder
vincular muestras bioldgicas a escenas de crimen (Mildenhall, 2006); apoyo en la inocuidad
de los alimentos y la autenticidad del etiquetado al confirmar la identidad o la pureza
(Huxley-Jones et al., 2012); y en estudios de gendmica ecoldgica y ambiental (Valentini et
al., 2009).

Un gran numero de especies de Acacias no cuentan con un codigo de barras de ADN el cual
permita una identificacion con caracteres moleculares, lo cual facilitaria ampliamente su
identificacion y la realizacion de analisis filogenéticos.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar molecularmente especies de

Acacia distribuidas en el sureste del estado de Coahuila.



2. OBJETIVOS
2.1.0Dbjetivo General

Determinar la efectividad del fragmento rbcL para discriminar entre especies del género

Acacia.

2.2.0bjetivos Especificos

o Determinar las secuencias de los fragmentos rbcL en 15 especies de acacias sin
reportes previos.

o Busqueda y descarga de secuencias rbcL del género acacia en NCBI (Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica)

o Calculo de distancias genéticas y construccién del dendrograma a partir de la unién

de vecinos cercanos de las secuencias rbcL.

3. HIPOTESIS

El uso del marcador rbcL permite la discriminacion entre especies del género Acacia, y
proporciona la informacién genética que permite la construccién de un dendrograma

filogenético.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1.Generalidades Familia Fabaceae

Villarreal (2006) en su libro de “Introduccion a la Botanica Forestal” describe a la familia
Fabaceae de la siguiente manera: “La familia consta de &rboles, arbustos o hierbas con
hojas alternas, compuestas (simples por reduccion) con o sin estipulas; las flores son
bisexuales, pentdmeras, actinomorfas o zygomdrfas en racimos, cabezuelas o espigas; el
caliz se compone decinco sépalos soldados, corola de cinco pétalos libres, iguales o
distintos; tiene ocho,nueve, diez 0 mas estambres libres, monoadelfos o diadelfos; un pistilo
supero, de uncarpelo y un loculo, su fruto es una legumbre que puede ser dehiscente o

indehiscente.”

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del género Acacia.

REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Fabales
FAMILIA Fabaceae
SUBFAMILIA Mimosoidea
GENERO Acacia
Acaciella
Vachellia
Senegalia

Es la tercera familia mas grande del planeta, consta de 20,000 especies y 750 géneros
(Lewis et al., 2013). Sousa y Delgado en 1993 reportaron que Mexico alberga
aproximadamente 1800 especies, siendo el segundo grupo con mayor diversidad en el pais;
al mismo tiempo es la segunda (después de Poaceae 0 gramineas) en importancia

econdmica y agricola (Wojciechowski et al., 2004).

La familia también es conocida como legumbres o leguminosas, las cuales son semillas

secas (subfamilia Papilionaceaes), tienen bajo contenido de lipidos y una gran cantidad de



proteinas y fibra dietética. La importancia de la familia radica en su capacidad de
adaptacion a suelos y climas favorables, por su potencial para la rotacion de cultivos y la
capacidad de fijar nitrogeno al suelo. Sin embargo, el ser humano utiliza Gnicamente

alrededor de 150 especies de leguminosas (Fao, 1991).

4.2.Morfologia

4.2.1. Subfamilia Faboideae (Papilionoideae)

Compuesta principalmente por especies herbaceas, pueden ser trepadoras o arbustivas. Con
hojas alternas, predominando las compuestas (pinnadas, palmadas o trifolioladas)
ocasionalmente simples. Sus flores cominmente estan agrupadas en racimos, espigas o
cabezuelas, siendo bisexuales; el caliz gamosépalo esta compuesto por cinco sépalos, a
veces bilabiado; su corona es dialipétala conteniendo cinco pétalos, siendo el superior el
estandarte, los laterales las alas y los dos inferiores e internos forman la quilla la cual rodea
tanto al gineceo como al androceo; el androceo tiene diez estambres de los cuales nueve
estan connados y el décimo esta parcial o totalmente separado del grupo; el gineceo esta
formado por un solo carpelo, acompafiado de varios 6vulos totalmente campilétropos.

Entre las especies mas representativas se encuentran la lenteja (Lens esculenta), habas
(Vicia faba), chicharo (Pisum satirum), alfalfa (Medicago sativa), cacahuate (Arachis

hypopgea) y garbanzo (Cicer arientinum).

4.2.2. Subfamilia Caelsalpinoideae

Integrada por arboles y arbustos con hojas compuestas de una a dos, colores con racimos 0
paniculas, corola ligeramente cigomorfa formada por un estandarte, dos alas y dos quillas.
Las especies mas representativas son el tamarindo (Tamarindus indica), palo verde
(Parkinsonia aculiata), duraznillo (Cercis canadensis), framboyan (Delonix rejia) y pata
de vaca (Bahuinia lunaroides). Carentes de espinas en los tallos con flores muy llamativas

y abundantes, pueden ser amarillas, blancas, moradas o combinadas.



4.2.3. Subfamilia Mimosoidea

Compuesta por 40 géneros y 200 especies (aproximadamente) las cuales son arboles,
arbustos o bejucos lefiosos y algunas herbaceas (Villarreal, 2006). Rico Arce (2001)
menciona que esta subfamilia tiene una diversidad de alrededor de 60 géneros y 3100
especies, describiéndolas de la siguiente manera:

“Hojas alternas pinnadas o bipinnadas, con dos o numerosos foliolos; estipulas presentes,
a veces modificadas en espinas. Inflorescencias paniculares, racemosas, simples, en
cabezuelas o espigas. Flores generalmente perfectas, algunas veces solo estaminadas o con
ovarios muy reducidos. Fruto en legumbre cominmente seca, dehiscente, tardiamente
dehiscente o indehiscente; iniciandose la dehiscencia basalmente, en la parte media o
apicalmente, en una o ambas suturas; legumbre a ves modificada en lomento; exocarpo
liso, verrucado, ligera o densamente armado; mesocarpo de ausente a muy desarrollado y
entonces fibroso o esponjoso; endocarpo liso o formando septos de color ocre o rojos
brillante; semillas desde 1-35 por legumbre con foliculo generalmente largo (hasta 5 cm de
largo), algunas veces modificado en un arillo; testa presente, coridcea, papiracea
generalmente con pleurograma; embridn recto, generalmente paralelo al eje de la semilla,
algunas veces ligeramente deflexo; endospermo poco o muy abundante; plumula desde
rudimentaria a muy desarrollada, glabra o pubescente. Plantulas generalmente de
germinacioén epigea, menos frecuente hipogea”.

Su distribucién abarca los tropicos y subtropicos del mundo, con menor presencia en zonas
templadas. Las especies destacan por su madera, frutos y semillas comestibles, ademas de
la produccion de gomas. Los géneros representativos son el huizache (Acacia farneciana),
guajillo (Acacia berlandiery) mezquite (Prosopis glandulosa), huaje (Leucaena glauca)

gatufio (Mimosa biunsifera), parota (Enterolobium cyclocarpum).

4.3. Género Acacia

El género es considerado como el segundo mayor en diversidad de la familia Fabaceae,
cuenta con unas 1,400 especies distribuidas alrededor del mundo en climas tropicales y
calurosos (Bouchenak-Khelladi et al., 2010).



Estas especies proporcionan multiples servicios, ecolégicos, econdmicos, forrajeros y
alimenticios, de los cuales se derivan la obtencion de madera, pulpa, lefia, productos
quimicos, combustibles y la proteccion de los suelos (Barros, 2007). Acacia farneciana y
Acacia centralis son especiales por la gran cantidad de servicios que ofrecen, dado el alto
valor de su madera y pulpa (Skerman, et al., 1991). Nava y Anaya (2003) argumentan que

del huizache se obtienen aceites esenciales y aromas utilizados en la industria.

4.4 Distribucion mundial de Acacia.

El género evoluciond en los bosques tropicales de tierras bajas del oeste de Godwana (Beadle
1981). Algunos autores mencionan que las acacias se han extendido sobre las rutas de
dispersion dentro de Africa (Ross, 1981) y Australia (Beadle, 1981) a consecuencia de la
ruptura de Godwana en continentes separados.

Beadle (1981) propuso que algunas especies llegaron a Australia antes de la separacion y que
las especies posteriores evolucionaron y se dispersaron hacia el sur desde el norte tropical
del mismo. Sin embargo, Tindale y Roux (1974) argumentan que la region este del continente
fue el centro de origen del género Acacia, ya que la proliferacion de este género es notoria,
ademas cerca del 80% son endémicas (486 especies aproximadamente), ahora se desarrollan
en la zona suroeste de Australia occidental (Hopper y Maslin 1978 citados, por FAO, 1983).
La figura 1 muestra la distribucion mundial de la especie, actualmente la mayor diversidad
se localiza en dicho continente con aproximadamente 1,010 especies, en segundo lugar
Ameérica con 185 especies, Africa cuenta con 150 especies y Asia cuenta con 60 especies,
mientras que en que en Europa se han introducido para cultivo (Khelladi et al., 2010; World
Wide Wattle, 2024).
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Figura 1. Distribucion del género Acacia en el mundo (World Wide wattle, 2024).

4.5. Distribucion en México

Siendo Meéxico un pais megadiverso el género Acacia estd representado con
aproximadamente 85 especies de las cuales 30 son endémicas (Rico, 2001). En los estados
fronterizos del norte del pais se distribuyen 35 especies, 23 en Coahuila (Carranza y
Villarreal, 1997; Estrada y Martinez, 2004) y 12 en Nuevo Ledn (Estrada y Marroquin,
1991). La mayoria se localiza en areas de planicie de climas &ridos, formando parte
importante de los matorrales en el norte de México (Estrada y Martinez, 2004). Rico Arce
(2001) menciona que en Oaxaca se han recolectado 35 especies, de las cuales, cuatro son
endémicas.

La figura 2 muestra la distribucién de acacias en México, resalta una mayor presencia y
diversidad de especies en Oaxaca, Guerrero, Yucatan, Chiapas, Veracruz, Tamaulipas,

Jalisco y Michoacan.
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Figura 2. Distribucion geografica del género Acacia en México (SNIB, CONABIO).

4.6. Importancia ecoldgica y econémica
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La conservacion de suelos es un punto importante para este genero, ya que las raices son

profundas y ayudan a prevenir la erosion y degradacion del suelo. Tiene la capacidad para
fijar nitrogeno atmosférico en el suelo enriqueciéndolo y ayudando a otras especies. La

hojarasca es de vital importancia ya que esta cumple con la funcion de crear una capa

protectora, ayudando con la fertilidad y proporcionando un ciclo de regeneracion al suelo.

(Reforestacion.org, Junio 2024). Otra caracteristica importante es la relacion simbidtica con

diferentes insectos al brindar refugio y alimento a su vez los insectos ayudan con la dispersion

de semillas de este género y brindan proteccion contra algunos herbivoros, este sistema

genera un equilibrio ecoldgico para el ecosistema (Duno, 2019).

Las acacias proveen de multiples servicios los cuales pueden ser maderables y no

maderables, la mayoria de las especies son maderables, de ellas se obtiene madera acerrada,

pulpa, papel, tableros, entre otros. Una gran cantidad de especies también producen gomas,

productos quimicos, alimentos humanos, forraje, lefia, carbon, postes y materiales para

construccion de cercos, también funcionan como cortinas rompe vientos, mejoramiento de
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suelos, fijacion de nitrégeno, entre otros (Barros, 2007).

Ademas, estas plantas poseen potencial como fuente de biomasa para energia, dada sus
caracteristicas de crecimiento, principalmente la plasticidad ecologica lo que hace posible el
cultivo de las mismas en sitios marginados por las especies forestales tradicionales, esto
debido a la degradacion de suelos o limitaciones hidricas (INFOR, 2010). Son especies
altamente adaptables a condiciones secas con potencial uso en la agroforesteria, medicina,
alimento, sombra, refugio para caza, forraje para el ganado, planificacion ornamental,
produccidn de taninos, etc. (Ross, 1981; Wickens et al., 1995; Midgley y Turnbull 2003).

4.7. Codigo de barras de ADN

El codigo de barras de ADN es una secuencia corta de genes las cuales son tomadas de una
parte del genoma y es utilizado para hacer una identificacion rapida de especies (Kress et al.,
2015). Paz et al., (2011) mencionan que este sistema se basa en una region estandarizada de
ADN que sirve como una etiqueta (marcador) para la identificacion rapida de especies,
facilitando la conservacién, conocimiento y uso sustentable de la diversidad.

Esta tecnologia fue aplicada en el afio 2003 por el Dr. Paul Hebert y colaboradores, en la
universidad de Guelph, Canada. Este sistema permitid crear una base confiable, rapida y con
bajo costo para la identificacién de muestras bildgicas, dando acceso a una herramienta
complementaria para la identificacion de nuevas especies (Ramos et al., 2012).
Hollingsworth et al., (2015) menciona que hay tres principios importantes en la tecnologia
de codigo de barras de ADN, los cuales son: estandarizacion, universalidad y escalabilidad.
El cédigo de barras debe distinguir entre regiones especificas, variaciones intraespecificas e
interespecificas. De aqui se genera el concepto de brecha de codigo de barras o “Barcoding
gap” esto es la diferencia entre estas discriminaciones especificas, es decir, entre mayor sea
la diferencia entre estas, la discriminacidn especifica sera méas acertada (Meyer y Paulay,
2005).

Esta metodologia inicialmente fue propuesta para la identificacion de animales a partir de un
fragmento del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa subunidad 1 (COI) con
aproximadamente 648 pares de bases (pb). COI representa una alta tasa de sustitucion,

representando una variacion muy alta de su secuencia entre especies del mismo género
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(Hebert et al., 2003). Diversos estudios han demostrado que, en grupos de aves, peces,
mamiferos, lepidopteros y otros insectos, el fragmento COI tiene variaciones interespecificas
muy amplias, dando como resultado buena identificacion molecular y de caracteres
morfoldgicos de especies (Hebert et al., 2003).

El gen COl es apropiado para la mayoria de animales, pero existen dificultades al aplicarlo
en la identificacion de especies de algunos grupos taxondmicos como los cnidarios y
esponjas, esto debido a que la distancia genética es demasiado pequefia para permitir la

identificacion confiable a nivel de especie (Huang et al., 2008).

4.8. Utilidad de los Cédigos de Barras de ADN

La genética molecular se ha convertido en una herramienta muy valiosa en la identificacion
de especies e individuos. Una ventaja de trabajar con esta disciplina, es obtener informacién
a partir de un pequefio fragmento del organismo, la rapidez y precision del codigo de barras
de ADN lo convierte en una poderosa herramienta de identificacion de especies. El propésito
de un sistema de identificacion mas eficaz es facilitar la conservacion, conocimiento y uso
sustentable de la biodiversidad. Con frecuencia el codigo de barras puede revelar una
divergencia genética muy alta dentro de una misma especie putativa, sugiriendo la existencia
de especies cripticas (Paz et al., 2011).

Ademas, gracias a esta tecnologia se pueden vincular muestras biologicas a escenas de
crimen en la medicina forense (Mildenhall, 2006); apoyo en la alimentacion enfocado en la
inocuidad y autenticidad de etiquetados identificando la pureza y procedencia (Huxley Jones
et al., 2012). Por su parte, Valentini et al., (2009) mencionan su uso en la ecologia, genémica
y ambiental.

El cddigo de barras de ADN continia aplicAndose para la identificacion de muestras
desconocidas junto con la adopcion de tecnologias NGS (secuencias de nueva generacion) o
en aplicaciones metagenéticas (Kress y Erickson, 2008), los usos se estan expandiendo a
responder preguntas biologicas aplicadas y basicas, por ello, ecologistas, bidlogos
evolucionistas y conservacionistas han adoptado a los codigos de barras de ADN como una

herramienta en sus respectivos campos (Joly et al., 2014).
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4.9.Marcadores utilizados en plantas

El uso de citocromo C subunidad 1 oxidasa (COIl) en plantas no proporciond resultados
favorables por lo que se propuso el uso de marcadores del cloroplasto como madurasa K
(matK) y ribulosa -1, 5- bifosfato carboxilasa/oxidasa (rbcL) los cuales se enfocan en el
genoma nuclear de plastidos (Gonzalez y Crawford 2011). Estas regiones son marcadores de
<800 pb aproximadamente y han sido utilizados ampliamente en estudios de filogenia,
teniendo una amplia representacion en las bases de datos. Para el caso de las angiospermas
no hay diferenciacion de especies cercanas a consecuencia de esto se propusieron otros
marcadores como la region transgénica psbA-tmH, el intron trnL y la region nuclear ITS para

estos casos (Yao et al., 2010).

4.9.1. matK (madurasa K)

matKk es un gen codificante del cloroplasto de las angiospermas, el cual tiene
aproximadamente 1570 pb de longitud. Su region codificante generalmente se encuentra
dentro del intrén del gen trnK, a excepcion de algunos helechos (Neuhaus y Link, 1987). Este
gen permite reconstrucciones filogenéticas a niveles taxonémicos altos como orden o familia
incluso a nivel de género y especie, esto por su alta tasa evolutiva (Wolfe, 1991; Lahaye et
al., 2008). Este marcador tiene una longitud adecuada y divergencia interespecifica, pero
tiene una tasa de transicion/transversion baja (Sarma y Sathishkumar, 2008). Ademas, tiene
un éxito del 90 % para amplificar el ADN de las angiospermas utilizando un par de cebadores,
a diferencia de las gimnospermas que solo tiene un 83 % de éxito en su amplificacion, con
un minimo de éxito para plantas criptdbgamas con un 10 % de éxito en la amplificacion del
ADN, aun con diversos pares de cebadores. (Li et al., 2011; CBOL, 2009).

4.9.2. rbcL (ribulosa -1, 5- bifosfato carboxilasa/oxidasa)

El gen rbcL proviene de la RuBisCo, comprende una region de 599 pares de bases en la
region 5° del gen que codifica a la RuBisCo, la cual se ubica entre las bases 1-599 en la

secuencia del gen en Arabidonpsis thaliana (Mondal et al., 2013). La RuBisCo es una de las
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enzimas mas abundantes del mundo esta es la responsable de catalizar el CO2y la asimilacion
al carbono organico esto a través del ciclo de Calvin, esta se encuentra en la mayoria de las
proteobacterias, cianobacterias, algas y plantas superiores (Chase et al., 1993). El gen rbcL
tiene una gran importancia ya que participa en el proceso de la fotosintesis y fijacion del
carbono de la atmosfera esto para generar azucares, siendo un proceso biogquimico de gran
importancia para las cadenas tréficas. Este Ultimo autor menciona que “todas las plantas
terrestres tienen este gen” siendo que es el mas facil de trabajar técnicamente, es uno de los
mas conocidos, sin embargo, no es el mejor para discriminar. rbcL tiene una gran facilidad
para amplificar, secuenciar y alinear en la mayoria de plantas. Una desventaja es su bajo
poder discriminatorio, tiene gran importancia por tratarse de una region de referencia la cual
es muy utilizada en estudios filogenéticos, por ende, esto permite reconstruir relaciones entre
especimenes a nivel familia y género (Kress y Erickson 2007).

El CBOL en 2009 recomend6 el uso de dos marcadores que consiste en porciones de dos
regiones de codificacion de plastidos, esto para realizar un cédigo de barras central, esto al
emplear matK+rbcL, esto puede tener mayor éxito al complementar con marcadores
adicionales. La discusion de utilizar dos marcadores de codigo de barras se baso en la
recuperacion directa de la region rbcL y el poder discriminativo de matK, siendo que este
una de las secciones de codificacion de evolucion més rapida del genoma en pléastidos (Hilu
y Liang, 1997). Ademas, matK es el analogo vegetal mas cercano a COI en codigo de barras

de animales.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Colecta de muestras en campo de material vegetal

La colecta de muestras bilogicas se realizd en el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre
Benavides” de la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro se colectaron ramas con
hojas sanas y con base a la morfologia que presentan las especies de la familia Fabaceae se
realizé la identificacion taxonomica siguiendo las claves morfolégicas propuestas en el libro
de leguminosas de Coahuila (Villarreal, 2004). De igual manera se colectaron muestras del
Herbario Antonio Narro, Saltillo, México (ANSM).

5.2. Extraccion de ADN gendmico.

El procesamiento de muestras se llevé acabo en el laboratorio de Zoologia del Departamento
de Botanica de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), la extraccion
de ADN se realiz6 siguiendo el método modificado de CTAB (Sharma et al., 2003) el cual
se describe a continuacion:

Las muestras se molieron hasta obtener un polvo fino en un mortero previamente esterilizado,
el polvo obtenido se transfirié a un microtubo de 1.5 mL que contenia 700 pL de CTAB
(bromuro de cetiltrimetilamonio) (previamente precalentado a 60 °C en una incubadora con
Agitacion 14093560 Select BioProducts); la mezcla se incubé durante 30 minutos a 60 °C.
En seguida se agregaron 0.6 volumen de 24:1 de cloroformo: alcohol isoamilico y se mezclé
por inversion durante 15 minutos, luego, los tubos se centrifugaron a 13,000 revoluciones
por minuto (rpm) durante10 min (Spectrafuge 16M, Gray, 120 volts; Labnet), posteriormente
se transfirié la fase acuosa a un nuevo microtubo de 1.5 mL, se tomaron 300 pL a los cuales
se agregaron 2 volumenenes de alcohol con el objetivo de precipitar el ADN y nuevamente
la mezcla se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min para sedimentar el ADN, la pastilla
obtenida se lavo agregando 400 pL de etanol al 70% y se centrifugo a 13,000 rpm durante 5
min, el segundo lavado consistié en agregar 300 uL de etanol al 70% y centrifugar

nuevamente. Los tubos se colocaron de manera invertida para secar a temperatura ambiente
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durante una hora. Finalmente, las muestras se rehidrataron con 80 pL agua libre de nucleasas

y se incubaron a 60 °C con 40 rpm por 30 min, por ultimo, las refrigeraron a -20 °C.

5.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se realizé utilizando la mezcla comercial
GoTaq Green Master Mix, 2XTM (Promega, USA), segun las especificaciones del fabricante
(tabla 2). Se llevo a cabo la amplificacion del codigo de barras usando el cebador rbcL (Kress
et al., 2009). En la tabla 1 se muestra el programa del cebador utilizado. La tabla 2 muestra

las cantidades utilizadas para realizar la PCR.

Tabla 2. Cebadores y programa de PCR utilizado para la amplificacion (Kress et al., 2009).

Fragmento Cebadores (5°-3") Descripcion

rbcL F— Proceso °C Tiempo
TGTCACCACAAACAG  Desnaturalizacion 94 5 min
AGACTAAAGC inicial
R— Desnaturalizacion 94 30 seg
GTAAAATCAAGTCCA  Alineamiento 50 40 seg
CCRCG Extension 70 40 seg

Nota: nimero de ciclos 35.

Tabla 3. Mezcla de componentes para la PCR.

Componentes Conversién Volumen final
Agua SuL x15 75 puL
Cebador directo 2uL x15 30 puL
Cebador reverso 2uL x15 30 pL
GoTaqg Green Master Mix 10uL x 15 150 pL
ADN 1uL 1uL

5.4. Electroforesis en gel de agarosa

La concentracion y cantidad del ADN extraido se comprobd mediante electroforesis en gel

de agarosa al 0.8% a 75 voltios durante 1:45 h, utilizando marcador de peso molecular (DNA
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Ladders/MatKers — 100 bp, 1 kb and Ready-to-use Axygen®). La carga de muestras consistio
en una mezcla de 5 uL. de ADN gendmico de las especies colectadas mas 3 pL de buffer de
carga molecular (5x colorless GoTag® Green Master Mix). La visualizacion del gel se
realiz6 mediante el Sistema de Documentacion Gel Axygen (Axygen, Mod: Axygen Gel
Document Documentation, Made USA).

5.5. Secuenciacion

Se enviaron 50 pL de producto de PCR de cada muestra al servicio de secuenciacion en el
Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO), del CINVESTAYV,

Irapuato, México.

5.6. Edicion de electroferogramas

Una vez obtenidos los electroferogramas generados mediante la secuenciacion de ADN, se
procedio a visualizarlos a través del programa Unipro UGENE. Se determind la calidad de
las secuencias generadas en esta investigacion (secuencias consulta). Después se realizé la

eliminacion de bases ambiguas cortando los extremos de la secuencia.

5.7. Creacion de bibliotecas con secuencias consulta y de referencia

Una vez obtenidas las secuencias de consulta editadas se cred con estas un archivo en formato
FASTA. Un total de 15 secuencias correspondientes a cinco especies de acacias formaron la
biblioteca de datos generados en el laboratorio.

Para la obtencion de secuencias de referencia se utilizo la plataforma de bioinforméatica NCBI
(National Center Biotechnology Information) (NCBI, 2024), ambas plataformas
proporrcionan un analisis y almacenamiento de datos a través de la identificacion de especies
basada en el ADN. Se descargaron 10 secuencias para el marcador rbcL en formato FASTA.

Estas secuencias sirvieron como guia para el alineamiento de las secuencias consulta.
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5.8. Alineamiento de secuencias

Se realizé un alineamiento multiple para la alineacion y ajuste de las secuencias con la
ayuda de la herramienta bioinformatica ClustalW (Thompson et al., 1994) en el programa
MEGA Xl (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), utilizando la opcién "Align by
ClustalW”.

5.9. Evaluacion de la calidad de las secuencias.

Con el fin de determinar y evaluar la calidad de las secuencias consulta generadas, se realizé
un anélisis de la calidad de secuencias utilizando el sofware MEGA X1 en donde se evaluaron
tres parametros: sitios de conservacion (C), Sitios variables (V), Sitios informativos o Indels
(Pi) (Thompson et al., 1994).

5.9.1.1. Andlisis BLAST

BLASTnN es un programa que, dada una consulta de ADN devuelve las secuencias de ADN
mas similares de la base de datos que especifique el usuario (BlastN, 2019). Las secuencias
del marcador rbcL se concatenaron como una base de datos de consulta y mediante la
herramienta de BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se realiz6 un BLAST

considerando aciertos maximos de 98 a 100% con una especie.

5.9.1.2. Construccion de Dendrogramas

Con base en las secuencias alienadas, el método de union del vecino més cercano se realizo
en MEGA XI (Stecher et al., 2020). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el
método de 2 parametros de Kimura (K2P) (Kimura, 1980); todas las posiciones ambiguas se
eliminaron para cada par de secuencias (opcion de eliminacion por pares). El analisis basado
en la construccion de arboles proporciona un método conveniente y visualizado que permite
evaluar el desempefio discriminatorio mediante el calculo de la proporcién de grupos

monofiléticos.
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6. RESULTADOS

6.1. Colecta en campo

El material vegetal analizado tuvo dos origenes, por un lado, la tabla 4 describe la
informacién de las especies provenientes del herbario ANSM (Herbario Antonio Narro,
Saltillo, México).

En el Jardin Botanico Gustavo Aguirre Benavidez (25°21'21.2"N 101°01'59.2"0) ubicado en
las instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro se colectaron las
siguientes especies A. rigidula, A. farnesiana, A. cassifolia, A. gladulifera, A. constricta, A.

berlandieri, A. schaneri (cada especie con tres repeticiones) (Tabla 5).

Tabla 4. Especies provenientes del Herbario ANSM.

Especie Identificador ~Afo  Lugar de colecta
Acacia romeriana 96834 2015  Coahuila

Acacia villosa 66120 1997  Coahuila

Acacia parviflora 65488 1994  Tamaulipas
Acacia mammifera 93803 2001  Oaxaca

Acacia neovernicosa 91964 2012  Chihuahua
Acacia coulteri 81965 2002  Nuevo Leodn
Acacia angustissima 80252 2002  Nuevo Leon
Acacia greggii 99414 2017  Coahuila
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Tabla 5. Especies colectadas en el jardin botanico "Gustavo Aguirre Benavidez”.

Acacia farnesiana Acacia crassifolia

Acacia glandulifera
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6.2. Extraccion de ADN gendémico y amplificacion por PCR.

La extraccion de ADN gendmico fue exitosa en las quince acacias colectadas.
La figura 3 muestra bandas de ADN de alto peso molecular obtenidas durante la extraccion
en especies del herbario ANSM, en orden de enumeracion ascendente los carriles pertenecen

a A. reomeriana, A. villosa, A. parviflora, A. mammifera, A. neovernicosa, A. coulteri, A.

angustissima y A. greggii.

Figura 3. Gel de electroforesis con muestras de ADN gendmico de especies del ANSM.

Por otra parte, la figura 6 muestra el resultado de la amplificacion por PCR utilizando
cebadores rbcL, con los cuales de generaron altos porcentajes de amplificacion (100%).

El peso molecular de los amplicones o productos de PCR oscil6 entre los 400 a 500 pb de
bases, lo cual coincide con el tamafio reportado para el marcador.

Los productos de PCR que mostraron una segunda banda inespecifica fueron purificados con
el fin de obtener bandas especificas de ADN. La figura 4 muestra el acomodo de las especies
de la siguiente manera, de izquierda a derecha las bandas generadas pertenecen a las especies
a) A. rigidula, b) A. farnesina, c) A. crassifolia, d) A. galndulifera, e) A. constricta, f) A.
berlandieri, g) A. reomeriana, h) A. schaffneri, i) A. villosa, j) A. parviflora, k) A. mammifera,
I) A. neovernicosa, m) A. couteri, n) A. angustissima y i) A. greggii, el primer carril pertenece

al marcador molecular.
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Figura 4. Productos de PCR generadas con cebadores rbcL.

6.3. Edicioén de secuencias

Para la edicion de secuencias en primer lugar se revisaron de manera individual los
electroferogramas obtenidos, con el objetivo de verificar su calidad, lo cual consistié en
identificar que cada base nucleotidica estuviera bien representada por un pico cromatografico
(verde/adenina, rojo/timina, negro/guanina y azul/citosina).

De esta manera se identificd que el porcentaje de recuperabilidad de secuencias de buena
calidad (Figura 5), fue de un 86.66 %, con un minimo de secuencias de mala calidad (13.33
%) (Figura 6), estas dos Ultimas secuecnias no fueron incluidas en anélisis posteriores. Dando

como resultado el uso de un total de 13 secuencias.

350 43
lllllllllll llllllllllll llllllllllll llllllllllllllllll- lllllllllllll llllllll\
TIGCG . ITCTITA

TCGATIGIGGGT AATGTATTII GG GC LG AT IcC

ot

Figura 5. Electroferograma de A. rigidula; marcador rbcL.
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Figura 6. Electroferograma de A. neovernicosa; marcador rbcL.

6.4.Corte de extremos

La eliminacion de bases de los extremos es una forma de mejorar la calidad de las regiones

utilizables de cada una de las secuencias. Para ello se realiz6 un corte en ambos extremos (5

y 3") en donde la secuencia regularmente resulta ser de mala calidad, esto es, que los picos

cromatograficos no representan a una base nucleotidica bien definida (Figura 7).

Al finalizar el corte de extremos de todas las secuencias, la longitud de estas fue de 515

nucledtidos, lo cual continua dentro del rango de longitud reportado para marcadores rbcL.
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Figura 7. Electroferograma de Acacia rigidula; extremo 5”.
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Figura 8. Electroferograma de Acacia rigidula; extremo 3".

6.5. Andlisis en BLAST

Se analizaron de manera individual las secuencias de consulta generadas en este estudio. El

cual mostro altos porcentajes de identificacion a nivel de género en 13 muestras, sin embargo,

la identificacion a nivel de especie resulté ambigua. Los porcentajes obtenidos para cada

secuencia a nivel de género se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Analisis BLAST para secuencias del género Acacia.

Nombre Identificacion
Especie Geénero % Ambiguo %
Acacia rigidula 0 100 0
Acacia farnesiana 0 100 0
Acacia crassifolia 0 100 0
Acacia glandulifera 0 99.23 0
Acacia constricta 0 100 0
Acacia berlandieri 0 99.62 0
Acacia roemeriana 0 99.44 0
Acacia schaffneri 0 99.62 0
Acacia villosa 0 99.81 0
Acacia mammifera 0 100 0
Acacia couteri 0 100 0
Acacia angustisima 0 100 0
Acacia greggiie 0 99.81 0
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6.6. Alineamiento de las secuencias

El alineamiento multiple tiene la funcién que, dado un conjunto de secuencias, nos permite
compararlas conforme a la homologia de las bases.

La figura 9 A) muestra las secuencias no alineadas y posteriormente en la figura 9 B) se
observa una region del alineamiento generado de las secuencias de consulta permitiendo
visualizar aquellas zonas homologas entre ambos grupos de datos, ademas, se visualiza la
presencia de probables sitios polimorficos. Después del alineamiento nuevamente se realizo
un corte de los extremos con la finalidad de eliminar los espacios que podrian presentar

deleciones o inserciones en la secuencia (Figura 10).

Species/Abbry
1. Acacia attenuata

25. A Greggiie

1. Acacia attenuata

6. Acacia myrtifola
7. Acacia longissima
8. Acacia juncifolia

9. Acacia complanata
10. Acacia baveri

11. A Rigidula

12 A Farnesiana

13 A Cassifolia

14 A Glandulifera
15. A. Constricta

16. A. Berlndieri

18. A. Schaffneri
19. A, Villosa

20. A Parviflora
21. A Mammifera

24. A Angustisima

Figura 9. Secuencias de consulta alineadas.
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12. A. Neovemnicosa;
13. A Couteri
14. A. Angustisima
15. A. Greggie

Figura 10. Corte de extremos de las secuencias alineadas.

6.7. Evaluacion de la calidad de la secuencia

El archivo FASTA que contenia el alineamiento final fue utilizado para los analisis de
evaluacion de calidad de secuencias y para la construccion del dendograma.

Los parametros a evaluar en la calidad de secuencias se describen a continuacion:

Para secuencias generadas con el marcador rbcL aplicadas en especies de Acacia se obtuvo
una longitud de secuencias en un rago de 515 a 590, se observaron 18 sitios variables, 496
sitios conservados y 13 sitios informativos (Figuras 11, 12 y 13 respectivamente). El
porcentaje de G+C fue del 44 %.

[w] Mame - T G|[&A C T[T ATIT A T|ACT|CC T|[6 A C|[T A T|[GA A|JAC ¢«
[ 1. A. Rigidula 5 o o o[l

[#]2. A. Farnesiana .

[v]3. A, Cassifolia e

|4, A, Glandulifera e e e e e e e

[]5. A. Constricta .

6. A. Berlndieri e

7. A. Roemeriana
8. A, Schaffneri

]9, A. Villosa N
W10 A Mammifera |- . . . . . . . o . 0 0 e A
w11, A, Couteri e .
W12, A Angustisima J&|. . . . . . . . . . . . . . . . . . . A
[]13. A, Greggiie M- - c < c - ¢ ¢ oo oo oo oo oc |
Site® 12 /515 Conserved: 496/513 13 taxa selected

Figura 11. Sitios conservados (SC)
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[w[1. A, Rigidula
[w]2. A, Farnesiana
[w]3. A, Cassifolia
[w]4, A, Glandulifera
[+]5. A, Constricta
[w]6. A, Berlndieri
[+]7. A. Roemeriana
[w]8. A, Schaffneri
[+]9. A, Villosa

[w]10. A, Mammifera
[w]11. A, Couteri -
W12, &, Angustisima A
[w]13. &. Greggiie

Site2 12 s515 Variable: 18/515
Figura 12. Sitios variables (SV)

w1, A Rigidula
[+]2. A. Farnesiana
[+]3. &, Cassifolia
[w|4. &, Glandulifera
[+]5. &, Constricta
[l 6. A. Berlndieri
[+|7. & Roemeriana
[+ 8. &, Schaffneri
9. A, Villosa

[+]10. A, Mammifera
[+ 11. A, Couteri
[w]12. A Angustisima
[v|13. A. Greggiie

Figura 13. Sitios informativos (SI)

Site# 1, /515 Parsim-info: 13/3153

13 taxa selected

13 taxa selected

29



6.8. Evaluacién de dendrograma

El dendrograma mostro dos clados monofiléticos principales. Es sabido que entre mayor
cercania tengan las especies en el arbol estardn mayormente emparentadas.
Taxonomicamente el parentesco y cercania entre grupos de plantas se evalla de acuerdo con
sus caracteristicas morfoldgicas en especies de acacias esto corresponde a formas de hojas,
tipo de inflorescencia, acomodo de espinas o forma del fruto.

En la figura 14 se muestran estas caracteristicas en su inflorescencia, por consiguiente, hace
relevancia en la diferencia tanto de color, tamafio y forma. Por otro lado, la figura 15 muestra
la diferencia en las hojas, aunque estas siempre seran bipinnadas difieren en el tamafio y
numero de las mismas, también si cuentan con estipulas o no, estas pueden ser pequefias,
prolongadas, huecas o curvas.

De acuerdo con el dendrograma generado se observaron dos clados: “clado A” A. rigidula,
A. schaffneri, A. villosa, A. glandulifera y A. couteri; “clado B”: A. berlandieri, A. greggii,
A. angustissima, A. mammifera, A. constricta, A. mammifera, A. constricta, A. crassifolia y
A. farnesiana.

La topologia del arbol revela agrupaciones jerarquicas, indicando qué especies estan mas
estrechamente relacionadas entre si segun los datos utilizados para construir el dendrograma.
Un clado que agrupa a A. berlandieri y A. greggii como las especies hermanas mas cercanas.
Este clado a su vez estd mas estrechamente relacionado con A. angustissima y A. mammifera,
que también forman un clado hermano. Finalmente, estas cuatro especies se agrupan con A.
constricta y A. crassifolia.

Otro clado principal en la parte inferior que incluye a A. farnesiana, A. rigidula, A. schaffnerti,
A. villosa, A. glandulifera, A. coulteri y A. roemeriana. Dentro de este, se observa una
relacion cercana entre A. glandulifera, A. coulteriy A. roemeriana. A. rigidula y A. schaffneri

también forman un grupo hermano, que a su vez esta relacionado con A. villosa.
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— A berlandliert

— A greggii

A constricta

A erassifoha

A farnesiana

A rigicula

A4 schaffneri

— A villosa

— A, coulteri

A, roemeriang

Figura 14. Dendrograma de especies trabajadas.

A, angustissima &

A mammifera S
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— A. berlandher

— A, gregaii

A. angustissima

A mammifera

A, constricta

A crassifolia

A farmesiana

— A, glanculifera

— A coultert

A. roemeriana

Figura 15. Dendrograma con caracteristicas morfoldgicas
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De la misma manera, se describen las especies de este clado de la siguiente forma haciendo
una relacion general de las mismas en la figura 16.

Crecimiento arbustivo o arboreo.

Tipo de hojas bipinnadas con foliolos pequefios.

Tipo de espinas estipulares presentes de hasta 6 cm.

Tipo de flores en forma globosa y espigas cilindricas color amarillo o blanco crema.

Tipo de fruto una vaina, ligeramente curvo, aplanado y pubescente de hasta 10 cm de largo.
El caso especifico de A. gladulifera recibe su nombre por las glandulas que presenta en su

fruto.

Clado A

Acacia villosa Acacia schaffneri

Acacia glandulifera Acacia couteri

Figura 16. llustracion del clado A.
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A continuacion, se describen las especies de este clado en la figura 17 de la siguiente manera
haciendo una relacion general de las mismas.

Crecimiento arbustivo o arboreo.

Tipo de hoja bipinnada.

Tipo de flor globosa, color amarillo o blanco crema, muy perfumadas.

Tipo de fruto vaina color marrén rojizas, semiduras, subcilindricas, terminadas en una punta
aguda, aplanadas dehiscentes enrolladas o torcidas.

Espinas estipulares presentes, pequefias a menudo recurvadas y agudas.

Acacia greggii Acacia berlandieri

Figura 17. llustraciones del clado B
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Para el caso de la especie no agrupada (figura 18), se hace una breve descripcion de la
especie.

Arbusto pequefio generalmente muy espinoso.

Tipo de hojas bipinnadas con foliolos pequefios generalmente de color verde claro.

Tipo de flores pequefias, agrupadas en cabezuelas globosas de color amarillo o blanco crema.
Tipo de fruto vainas planas siendo rectas o ligeramente curvadas, las semillas son de forma
ovalada.

Tipo de espinas en pares siendo estipulas modificadas.

Acacia roemeriana es un arbusto que forma parte de la vegetacion de chaparral.

No agrupada

Acacia roemeriana

Figura 18. Especie no agrupada
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7. DISCUSION

7.1.Extraccion

Los especimenes colectados en fresco y otros en condiciones de herbario se sometieron a un
método de extraccion de ADN utilizando CTAB (Bromuro de cetil-trimetril amonio)
(Sharma et al., 2003), esto permitié obtener suficiente cantidad y calidad del mismo en el
100% de muestras colectadas, ademas el ADN obtenido permiti6 la éptima amplificacion por
PCR.

El principio de utilizar CTAB consiste en producir la degradacion de las membranas
celulares, dando origen a la ruptura celular. Existen diferentes métodos de extraccion de ADN
como DNeasy Plant Kit, Extraccion Wizzard, CTAB, etc., los cuales pueden proporcionar
ADN aplicable a estudios de PCR (Cankar et al., 2006). La diferencia entre métodos es la
eficiencia de la eliminacion de impurezas (residuos) que no sean ADN, esto, debido a que
algunos reactivos utilizados para la extraccion en estas técnicas pueden provocar fallas en los
resultados de la PCR.

El método de extraccion con CTAB tiene mayor efectividad que Wizard y DNeasy Plan Mini
Kit (Demeke et al., 2009). EI ADN que se extrae por el método de CTAB tiene proporciones
de Abs 260/280 y Abs 260/230 menores, esto indica una mayor pureza del ADN.

Torres et al., (2005) reportaron dos métodos de extraccion de ADN una de ellas una fue con
CTAB, el otro método incluye el uso de SDS en el regulador de extraccion, ambos
permitieron obtener cantidades suficientes de ADN para estudios moleculares. Los autores
mencionan que hay diferencias significativas (p=0.20) entre protocolos con relacién a la
pureza, el factor influyente podria ser la temperatura en la etapa de lisis celular.

El método CTAB originalmente fue desarrollado para obtener ADN de plantas, sin embargo,
Barragan-Valencia (2009) realizaron cambios con la finalidad de que el método pudiera
usarse en insectos.

Sin embargo, dicha metodologia muchas veces es modificada de acuerdo al tipo de material
vegetal utilizado, por ejemplo, Tiwari et al., (2012) modificaron la misma técnica agregando
mayor concentracion de NaCl, acido etilendiaminotetra acético (EDTA) y mercaptoetanol,

estos autores reportaron que estas modificaciones mejoraron la actividad de extraccion y
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purificacion de CTAB. La descripcién de la mejora de este método resulto en que el NaCl y
el mercaptoetanol mejoraron la extraccién de ADN y la degradacidn de proteinas, al mismo
tiempo la concentracion de EDTA protegio el ADN.

También mencionan que es importante realizar la purificacion de &cidos nucleicos ya que se
remueven proteinas, residuos organicos y sales, los cuales pueden interferir en la reaccion de
la PCR. Otra ventaja del uso de CTAB es su reducido costo econémico comparado con el

uso de Kits de extraccion.

7.2. Amplificacion por PCR y secuenciacion

Los cebadores rbcL son utilizados en plantas superiores (angiospermas, gimnospermas,
helechos y licéfitos) para realizar estudios de filogenia, taxonomia molecular y de codigos
de barra de ADN. Este es un gen presente en los cloroplastos. En las etapas de amplificacién
y secuenciacion estos cebadores presentan una alta tasa de éxito en la PCR, generando
secuencias de buena calidad. En este trabajo se utilizaron marcadores rbcL, su aplicacion
demostro una vez mas su eficiencia al tener un 100% en la amplificacion por PCR y un 86.6
% de efectividad de secuenciacion.

rbcL cumple con la mayoria de los atributos para funcionar como un locus de cddigo de
barras, (Newmaster, Fazekas, y Ragupathy, 2006). Por su parte, Dong et al., 2014 mencionan
que los genes de rbcL de las especies de cianobacterias tienen un alto contenido de GC,
mientras que las especies de proteobacterias presentan principalmente un mayor contenido
de GC.

Otros autores mencionan altos porcentajes de amplificacion en especies de Orchidaceae,
obteniendo un 90 % de amplificacion (Kress y Erickson, 2007).

Por otra parte, Schori y Showalter (2011) en una comparacion de plantas medicinales,
mencionan que rcbL es un buen marcador molecular en codigo de barras ya que todas las
especies que analizaron amplificaron al 100 %.

Por su parte Abdel-Hamid et al., (2021) en su estudio de comparacion de 24 taxones del
género Acacia las cuales fueron recolectadas en diferentes regiones de Asaria Saudita, dando
como resultado un 100 % en la amplificacion con los cebadores rbcL, mostrando el rango de
pares de bases que fue de 545 a 599 pb.
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Asi mismo Bentos y Sosa (2020) en 29 especies de referencia (tejido fresco) y 9 especies de
interés comercial industrial, utilizaron cebadores rbcL obtuvieron secuencias de buena
calidad en 83 % de las muestras de referencia para el caso de las muestras comerciales
industrializadas solo el 50 % de las secuencias obtenidas fueron de calidad aceptable, el
promedio de longitud de secuencias fue de 575 pb.

Wei et al., (2024) repotardn 49 muestras de Cactaceas con el cebador rbcL con una alta tasa
de amplificacion de 97.95 % con una longitud de 587 pb, también generaron secuencias de

buena calidad del 81.25 % aplicando cebadores rbcL.

7.3. BLAST

El andlisis de las secuencias por BLAST en este trabajo dio como resultado el
emparejamiento de 13 ejemplares todos a nivel de género con un porcentaje de identificacion
del 99.23 % como minimo y un maximo del 100 %, se esperd que dichos ejemplares se
pudieran emparejar a nivel de especie, ninguno de los ellos tuvo éxito.

Pacheco-Reyes (2021) hace mencion que el analisis BLAST proporciond una identificacion
de 98.1 % con marcadores rbcL en Quercus. Para el caso de encinos chinos de un grupo
taxondmico especifico, BLAST mostro la identificacion mas alta en comparacion con otros
métodos de identificacion a nivel de género y especie (Caballin et al., 2016, Yang et al.,
2016).

Kumar et al., (2018) utilizaron el analisis BLAST para comparar la secuencia del gen rbcL
de Acacia pseudoeburnea con otras secuencias en la base de datos GenBank del NCBI. Los
resultados revelaron una alta similitud genética entre A. pseudoeburnea y otras especies del
mismo género, alcanzando una identidad del 100 % con Acacia nilotica subsp. indica. Esto
sugiere una estrecha relacion genética entre estas especies a nivel de nucledtidos del gen
rbcL. Ademas, se observaron similitudes significativas con otras especies como Acacia
exuvialis, Acacia karroo y A cacia tortilis, con porcentajes de identidad entre el 99 y el 100%.
Hussain et al., (2023) compararon 12 especies de arboles de moras del género Morus, en su
alineacion en BLAST presentan un 91.6 % de identidad en las secuencias, dando como
respuesta a que los marcadores rbcL y matK permiten distinguir eficientemente entre

especies, esto autores mencionan que dicha investigacion podra ser Gtil para la identificacion
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de otras especies de este género. Ademas, rbcL mostré una mayor tasa de conservacion y
éxito en la amplificacion.

Yong et al., (2024) trabajaron con 15 especies de bambu (género Schizostachyu), las tasas de
secuenciacion resultaron ser del 100 % a nivel de género, por otro lado, a nivel de especie la
tasa de éxito alcanzé el 60 %. Por otro lado, WEei et al., (2024) al trabajar con cactaceas en
sus secuecnias de consulta reportan que los marcadores rbcL tuvieron una tasa de identidad
a nivel de género con 71.43 % y para especie 14.29 %, realizaron la comparacion tanto de
matK y rbcL presentando tasas de identidad ambigua similares (14.29% y 16.67 %,
respectivamente).

Por su parte, Ruiz (2019) realizd el alineamiento de 5 especies de diatomeas mediante
BLAST, dando un alto porcentaje de identidad para el gen rbcL, dando porcentajes minimos
de 93.74 % y maximos de 100 % para estas especies.

Mientras que Trinugroho et al., (2023) obtuvieron 100 secuencias de arroz de diversas
especies, mencionan que estas mismas secuencias son similares a las secuencias de
referencia, puesto que presentaron un porcentaje de identidad que van de un 98 % y 100 %.
De las mismas secuencias seleccionaron 45 de diferentes especies, ya que muchas de

provenian de la misma especie.

7.4. Dendrograma

El dendrograma es fundamental en el analisis de agrupamiento de especies, ya que busca
identificar grupos de elementos similares dentro de un conjunto de datos (Everitt et al., 2011).
La estructura de un arbol comienza con los elementos individuales como “hojas” y las ramas
se fusionan hacia arriba a medida que los elementos se vuelven mas similares, finalmente,
todos los elementos se unen en una sola “raiz” (Sneath and Sokal, 1973).

El dendrograma presentado en este estudio ofrece una hipotesis sobre las relaciones
evolutivas entre las especies de Acacia analizadas. La agrupacion de ciertas especies sugiere
gue comparten un ancestro comin mas reciente y, por lo tanto, probablemente comparten
mas caracteristicas genéticas y fenotipicas en comparacién con especies ubicadas en ramas

mas distantes del arbol (Felsenstein, 2004).
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La clara separacion en dos clados principales indica una divergencia evolutiva temprana entre
estos grupos de especies. Las relaciones dentro de cada clado sugieren patrones de
diversificacion mas recientes. Por ejemplo, la estrecha relacion entre A. berlandieri y A.
greggii podria implicar similitudes en su ecologia, distribucion geogréfica o caracteristicas
morfoldgicas heredadas de un ancestro comdn (Brooks y McLennan, 1991). De manera
similar, la agrupacion de A. glandulifera, A. coulteri y A. roemeriana sugiere una historia
evolutiva compartida.

Es importante tener en cuenta que la topologia de este dendrograma se basa en un conjunto
especifico de datos y un método de andlisis filogenético particular (Hillis et al., 1996).
Diferentes conjuntos de datos, por ejemplo, analisis de diferentes genes o caracteres
morfologicos o el uso de diferentes algoritmos de construccion de arboles podrian resultar en
una topologia ligeramente diferente (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Por lo tanto, este
dendrograma representa una hipotesis que puede ser refinada o modificada con la adicién de
nueva evidencia.

La ausencia de informacion sobre los caracteres utilizados para construir el arbol
(moleculares, morfologicos, etc.) limita la profundidad de la interpretacion. Sin embargo, el
dendrograma en si proporciona una valiosa representacion visual de las relaciones
filogenéticas inferidas y puede servir como base para investigaciones posteriores sobre la
evolucion, biogeografia y clasificacién de Acacia, tal como lo mencionan otros autores
(Wiley y Lieberman, 2011).
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8. CONCLUSION

El método de extraccion utilizado en esta investigacion fue exitoso al obtener ADN de buena
calidad en el 100% de especies analizadas. La amplificacion con cebadores rbcL aplicados
en Acacias funciono en el 100% de muestras, esto se obtuvo aplicando distintitas diluciones

de ADN. Mientras que los porcentajes de secuenciacion de buena calidad fue alto (86.6 %)

La herramienta BLAST permitié hacer una comparacion entre secuencias de consulta y
secuencias de referencia, esto arrojo altos porcentajes de identificacion a nivel de género en

todas las especies analizadas.

El alineamiento se llevo a cabo de manera exitosa y con ello se pudieron obtener datos de
calidad de secuencias, ademas de realizar el dendrograma en donde se observo la cercania de
las especies en los dos clados resultantes (vecinos cercanos), lo cual sugiere patrones claros
de diversificacion y similitudes en su ecologia. Estos rasgos genéticos podrian estar
influenciados por la distribucion geografica, lo que a su vez se refleja en sus caracteristicas

morfologicas, sin olvidar la historia evolutiva del genero.
Es necesario continuar con estudios moleculares que permitan discernir de una mejor manera

entre especies de acacias, ademas de la aplicacion de distintos tipos de marcadores de codigo

de barras de ADN que permitan una mejor identificacion y discriminacion entre especies.
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