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RESUMEN

La Peninsula de Yucatan, una de las principales regiones apicolas del pais, posee una flora
melifera endémica, fuente de alimento de abejas europeas y nativas, que confiere aromas y
sabores caracteristicos a la miel de la region, la cual sigue siendo caracterizada botanicamente
mediante melisopalinologia, técnica que requiere conocimiento especializado e implica largos
tiempos en su determinacion, debido a esto, técnicas moleculares como los cddigos de barras
bioldgicos, basados en la amplificacion, secuenciacion y analisis de regiones conservadas de
genes, han tomado gran relevancia como un método de identificacion de especies, entre ellas
plantas.

En este trabajo se generaron codigos de barras biologicos para 5 especies meliferas, Bursera
simaruba, Gymnopodium floribundum, Viguiera dentata, Turbina corymbosa y Piscidia piscipula,
a partir de especimenes de herbario con dos marcadores para cada uno (rbcL, matK e ITS2),
para contribuir a incrementar la informacién disponible sobre estas especies, fuente de alimento
de las abejas de la region. Adicionalmente se obtuvieron secuencias de muestras de campo sin
identificacion taxondmica previa. Se observo a tres de las cinco especies utilizadas en el estudio,
B. simaruba, V. dentata y P. piscipula en una relacion filogenética muy cercana a la identificacion
asignada por un taxénomo. Puesto que en las muestras de campo no se logré concluir dicha
identificacién debido a la falta de informacion previa, se reafirma el uso de esta técnica como una
herramienta de apoyo a la taxonomia clasica. A través del andlisis de distancias inter e intra
especifica, se identificaron a rbcL e ITS2 como los mejores candidatos para la discriminacion de
especies. Estos marcadores fueron utilizados para determinar la diversidad floral predominante
presente en una mezcla de mieles peninsulares, encontrando alrededor de 10 especies de
plantas: Manihot sculenta, Abutilon theophrasti, Zea mays, Inga sp, Citrus aurantifolia, Crotalaria
sp, Ricinus communis, V. dentata, G. floribundum y P. piscipula, las ultimas tres especies

coincidieron con los codigos de barras biologicos reportados en este trabajo.
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Nuestro estudio ademas confirma que, a través del enfoque de codigos de barras biolégicos, se
puede desarrollar un sistema con el cual pueda caracterizarse botanica y geograficamente la
miel. Sin embargo, es necesario incrementar el nimero de secuencias disponibles para estas

plantas en las bases de datos, con la finalidad de proporcionar mayor certeza a la identificacion.
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INTRODUCCION

1. LA APICULTURA EN MEXICO

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) ubica a
México entre los principales paises con mayor nimero de colmenas, ocupando el 12° lugar para
el afo 2008, al tener en sus inventarios ganaderos 1 800 000 colmenas, que representan una
aportacion mundial del 2.8%. China ocupa el primer lugar y junto con Turquia, la Federacion
Rusa, Iran y Etiopia aportan 38.4% del total de existencias de colmenas en el mundo?.

En materia de exportaciones, México es el tercer exportador a nivel mundial con 56,500 Tn,
precedido por China y Argentina, con 436,000 y 75,500 Tn respectivamente!.

El principal destino de las exportaciones de miel es la Union Europea, donde Alemania ocupa el
primer destino, con 16,517 Tn que fueron exportadas para este pais en el afio 2012,

representando 31,346, 000 ddlares’.

1.1 APICULTURA EN LA PENINSULA DE YUCATAN

La Peninsula de Yucatan esta situada al Noreste del Istmo de Tehuantepec en la region sureste
del pais. Comprende los estados de Campeche, Quintana Roo y Yucatén; limita al norte con el
Golfo de México, al sur con el estado de Tabasco y las fronteras de Guatemala y Belice, al este
con el Mar Caribe y al oeste con el Golfo de México. Por su extension territorial los estados de la
peninsula representan en conjunto 7.3 % del territorio nacional2.

La actividad apicola en la Peninsula tiene origenes en la cultura maya, donde la miel y la cera
provenian de abejas nativas sin aguijon, Melipona beecheii. Actualmente, en la peninsula aun se
sigue llevando a cabo la meliponicultura en las regiones mayas del area peninsular. Sin
embargo, la gran diversidad de vegetacion permitié a la abeja europea (Apis melifera) adaptarse

facilmente3.
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La Peninsula de Yucatan es por tradicion una region importante productora de miel a nivel
mundial, ya que el 95 % de su produccion se destina al mercado internacional, considerandola
dentro de los primeras regiones exportadoras y productoras de gran calidad en Europa y Estados
Unidos, donde este producto es altamente demandado por sus caracteristicas de origen botanico
y propiedades mismas de la miel4. Esta regién cuenta con el mayor niumero de unidades de
produccion, asi como de colmenas en relacion con los deméas estados de la republica, con un

total de 445 9075 (Tabla 1).

Tabla 1. Unidades de produccion de miel en Toneladas (Tn) y niimero de colmenas en la
peninsula de Yucatan.

Zona Unidades de produccion NUmero de colmenas
Geografica % Representado % Representado
Estados Unidos Mexicanos 33981 (100 %) 1351 041 (100.0%)
Peninsula de Yucatan 19203 (56.5 %) 445907 (33.0 %)
Resto del pais 14778 (43.5 %) 905134 (67.0%)

Fuente: faostat.org

De lo estados que comprenden la peninsula de Yucatan, Yucatan posee el mayor numero de

colmenas, seguido por Campeche y Quintana Roo® (Tabla 2).
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Tabla 2. Comparativo de produccion de miel en los estados peninsulares

Unidades de produccion Numero de colmenas

% Representado % Representado
Peninsula de Yucatan 19 203 (100.0 %) 445907 (100.0 %)
Quintana Roo 5067 (26.4 %) 135 767 (30.4 %)
Campeche 3117 (16.2 %) 54 174 (12.2 %)
Yucatan 11019 (57.4 %) 255 966 (57.4 %)

Fuente: faostat.org

1.2 MIEL

Se entiende por miel la sustancia producida por abejas obreras a partir del néctar de las flores o
de secreciones de partes vivas de las plantas o de excreciones de insectos succionadores de
plantas que quedan sobre partes vivas de plantas, que las abejas recogen, transforman y
combinan con sustancias especificas propias, almacenan y dejan en el panal para que madure y
afieje®.

La transformacion del néctar en miel ocurre mediante dos procesos. El primero, involucra la
recoleccion del néctar de las flores y su transporte hasta la colmena, donde se incorpora la
enzima invertasa (sacarasa), presente en la saliva de las abejas, que desdobla la sacarosa en
glucosa y fructosa, mientras que en el segundo proceso, se reduce por evaporacion el exceso de
humedad del néctar transformandose en miel, que sera operculada (miel madurada, almacenada
en las celdas y protegida con un tapdn de cera y miel) para su posterior conservacion’.

Dentro de la flora peninsular, existen especies importantes en produccion de néctar y polen, lo
que origina la diversidad de las mieles reconocidas por los apicultores, quienes principalmente se
encargan de la clasificaciéon de sus mieles. sin embargo, el aroma, olor y color de las mieles se
aprecia tanto por consumidores regionales como por los consumidores de paises importadores

de mieles, lo que le confiere valor agregado a estas mieles’.
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En el afio 2011, la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO) realizé una propuesta para conferir denominacion de origen a las mieles de la
Peninsula de Yucatan como instrumento de diferenciacion y valorizacién de la produccion, el
cual sefala que la caracterizacion de las mieles implica conocer, definir y etiquetar las mieles
para el comercio®.

1.3 ABEJAS: BIODIVERSIDAD Y SALUD DE LAS COLONIAS

Las abejas Apis mellifera pertenecen al orden Himendptera, de la familia Apidae. La abejas
africanizadas presentes en nuestro pais, comprenden un hibrido entre las razas de abejas
europeas (A. mellifera linglistica, A. mellifera taliana) y las abejas africanas (A. mellifera
Scutellata).

Estos insectos son considerados los mayores polinizadores naturales. La conservacion de
muchos hébitats depende en gran medida de la preservacién de las especies de abejas, ya que
si éstas desaparecieran, la reproduccion de muchas especies vegetales se veria gravemente
limitada8. Ademas, la pérdida del habitat a grandes escalas deteriora tanto a comunidades de
polinizadores invertebrados como a la reproduccion sexual de las plantas®.

Durante el pecoreo, las abejas colectan néctar y polen de las flores que visitan, lo que les
proporciona los nutrimentos necesarios para el desarrollo y mantenimiento de la colonia. El
néctar es procesado para formar la miel, la principal fuente de energia de la colonia. El polen
representa la Unica fuente de proteina de la colonia, esencial para la progenie y el desarrollo
glandular de las obreras?.

La sobrevivencia y crecimiento de la colonia depende en gran medida de la cantidad y calidad
nutrimental de las fuentes provistas durante el pecoreo. Las colonias que se enfrentan a
limitacién de nutrimentos esenciales cesan su produccion y podrian no sobrevivir si no son
suplementadas con los nutrimentos faltantes. La escasez de alimento y, por lo tanto, de

nutrimentos, es un factor importante en la presencia de enfermedades. Un claro ejemplo es la
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presencia de infecciones por el parasito Nosema ceranae que se incrementa bajo estas
condiciones!!. Recientemente se ha introducido a la nutricion como un punto central para
explicar el fendomeno de colapso de las colonias, ya que una pobre nutricion puede ser un
importante co-factor en la incidencia de las pérdidas’2.

La salud de las colonias de abejas no sdlo se encuentra definida por la ausencia de
enfermedades, sino también de individuos adecuadamente nutridos capaces de producir
progenie y resistir factores de estrés como parésitos, infecciones bacterianas, insecticidas y
periodos de escasez de alimento’s.

Los polinizadores son un componente clave de la biodiversidad global, otorgando servicios
vitales a los cultivos y a las plantas silvestres. Existe una clara evidencia de que una disminucién
en los polinizadores se acompafia de un declive en la reproduccién en las plantas que ellos
polinizan®4,

La pérdida de polinizadores puede tener efectos ecoldgicos negativos que podrian afectar
significativamente la diversidad de las plantas nativas, la estabilidad de los ecosistemas, la
produccion de cultivos, la seguridad alimentaria y, por tanto, el bienestar humano 4.

En el caso de los melipdnidos (abejas sin aguijon) es importante considerar ademas el
simbolismo cultural que representa la meliponucultura en nuestro pais, tradicion que data de los
tiempos de la cultura maya y que actualmente sigue practicandose en menor medida; la miel se
ha empleado en la medicina tradicional maya para tratar infecciones de los ojos, oidos,
problemas respiratorios, digestivos y de la piel. Ademas, las mujeres reciben este tipo de miel
después del parto. Actualmente estos insectos se ven amenazados por la fuerte deforestacion
de selvas para la agricultura y la ganaderia y la falta de interés en las comunidades por la
explotacion y manejo de este tipo de abejas'® . Este grupo en México comprende alrededor de
46 especies, 16 de ellas presentes en la Peninsula de Yucatén y se estima que entre 30 y 40%

de las especies vegetales del tropico son visitadas po este tipo de abejas. Asimismo, muchas
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especies vegetales dependen de las visitas de los meliponidos para su polinizacion, siendo de

vital importancia para el mantenimiento de las selvas’s.

1.4 PLANTAS MELIFERAS

La Peninsula de Yucatéan se ha caracterizado por su flora melifera singular y endémica,
influenciada por la estacionalidad. La especies de plantas, atendiendo a su actividad apicola, se
clasifican en nectariferas (las que secretan el néctar que sera recolectado y transformado por las
abejas en miel) y poliniferas (plantas con poco néctar pero mucho polen); y otras plantas que, si
bien son poco atractivas para la actividad apicola por su baja calidad de néctar y polen
producido, secretan resinas utilizadas por las abejas para la produccion de propéleos(mezcla de
resinas obtenida por las abejas a partir de la yema de los arboles)2.

Las mieles peninsulares son de excelente calidad y cumplen con los requisitos para
comercializacion segun la  NMX-F-036-NORMEX-2006'7, aunque las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales varian de acuerdo al origen floral del cual provienen. Son dos los
principales flujos de néctar: floracion tajonal (diciembre-febrero) y ts’iitsilche” (marzo —mayo). Es
de importancia conocer los flujos de néctar, dependiendo de la floracién que prevalezca, para
determinar el origen botanico de las mieles, lo que permite caracterizarlas por la presencia de
sus granos de polen en monoflorales (45 % de dominancia de algun tipo floral) y multiiflorales,
esta clasificacion le atribuye un valor agregado a las mieles?8.

El aporte de polen en la miel permite establecer el origen biogeografico del producto, ya que el
sedimento de las muestras contiene granos de polen de las distintas especies florales visitadas
por las abejas, cuya morfologia facilita la identificacion de las especies botanicas. El porcentaje
de polen mas alto en un espectro polinico de frecuencias, esta en relacion con la preferencia

floral y la densidad de las especies visitadas por las abejas en una zona determinada. Sin
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embargo, debe considerarse que no siempre el contenido de polen es el resultado de una
especie nectarifera en particular, éste puede provenir de un origen primario o secundario?®.

Més de 900 especies florales contribuyen con néctar a la produccion de miel, sin embargo
CONABIO ha identificado seis especies que son representativas de los diferentes paisajes y
periodos de floracidn: Xtabentun (Turbina corymbosa), Tajonal (Viguiera dentata), Ts'its’iiche
(Gymnopodium floribundum), Ha'abin (Piscidia piscipula), Chakah (Bursera simaruba) y Tsalam
(Lysiloma latisiliquum)2. En el siguiente esquema se aprecia la relacion de estas plantas

meliferas con la estacionalidad y la temporada de cosecha (Figura 1)

19



Figura 1. Estacionalidad de floracién de plantas de importancia melifera

febrero

el ciclo apicola tiene una
estrecha relacion con las
temporadas de lluvias y secas

octubre

jas

las abe

septiembre

agosto

1

Julio

Fuente: conabio.gob.mx
Xtabentun  Turbina corymbosa

Tajonal Viguiera dentata

Ts'its’ilche, Gymnopodium floribundum
Ha’abin, Piscidia piscipula

Tsalam Lysiloma latisiliquum

El ciclo apibotanico se divide en tres etapas: pre-cosecha, cosecha y post-cosecha, estas etapas
estan relacionadas con la disponibilidad de recursos florales y éstos a su vez con las condiciones

ambientales, en la Tabla 3 se representa el ciclo apibotanico de la Peninsula de Yucatan.
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Tabla 3. Ciclo Apibotanico de la Peninsula de Yucatan. (Modificado de Gonzalez Acereto et
al. 2010).

Periodo Frio Secas Lluvias
Pre-cosecha Cosecha Post-cosecha
(Octubre-Diciembre)  (Enero-Mayo) (Junio-Septiembre)

Floracion Tajonal Tsalam
Xtabentun Ha abin

Ts'its’iiche
Chakah

1.5 QLASIFICACION TAXONOMICA DE ALGUNAS PLANTAS DE IMPORTANCIA
MELIFERA

La informacion taxondmica para estas especies vegetales, actualmente se basa en métodos
tradicionales de identificacion. La informacion general para estas plantas es la descrita en la
Tabla 4:

Tabla 4. Clasificacion taxondmica para plantas de importancia melifera en la Peninsula de
Yucatan 2021

Familia Epiteto Descripcion

especifico

Xtabentun Convolvulaceae Turbina Corymbosa Nectarifero
Arbusto o arbol de
hasta 12m de altura
Tajonal Asteraceae Viguiera Dentata Nectarifero
Planta herbacea
erecta de hasta 2.5m

de altura
Ts'its’ilche, Polygonaceae Gymnopodium  Floribundum Nectarifero/Polinifero
ts'iits'ilche’ Arbol
Ha’abin, Fabaceae Piscidia Piscipula Nectarifero/Polinifero
ja'abin Arbol
Chakah, Burseraceae Bursera simaruba Nectarifero/Polinifero
Chakaj Arbol de hasta 30m
de altura, 1 mde
diametro
Tsalam Fabaceae Lysiloma latisiliquum Nectarifero/Polinifero.

Arbol de 20m de
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altura, tronco recto de
80cm de diametro

Fuente: Conabio, Gonzalez-Acereto 2010

1.5.1 FAMILIA FABACEAE

Las fabaceas (Fabaceae) o leguminosas (Leguminosae nom. cons)?2 son una familia del orden
de las fabales. Reune arboles, arbustos y hierbas perennes o anuales. Es una familia de
distribucion cosmopolita con aproximadamente 730 géneros y unas 19.400 especies, lo que la
convierte en la tercera familia con mayor riqueza de especies después de las compuestas
(Asteraceae) y las orquideas (Orchidaceae).

Las leguminosas presentan una destacada importancia economica y cultural debido a su
extraordinaria diversidad y abundancia de representantes en diversas formaciones vegetales y
por sus aplicaciones: jardineria y ornamentacion, alimento, obtencién de compuestos con interés

medicinal y en drogueria, extraccion de aceites y grasas.2?

Figura 2. Piscidia piscipula (L.) Sarg.2* 2

Orden: Fabales
Familia; Fabaceae Lindl.

Nombres comunes: ja‘abin (maya).

Basonimo: Erythrina piscipula L.
Sinénimos: Piscidia communis (S.F. Blake) Harms --
Ichthyomethia communis S.F. Blake.

Distribucién en México: Peninsula de Yucatan, Chiapas.
Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas y
Veracruz.

Importancia en la apicultura: Productora de néctar, un arbol de gran valor apicola ya que dura
cuatro meses en floracion.

Otros usos: Forrajera, en medicina tradicional como sedante y para tratar trastornos
respiratorios.

Forma de propagacion: semilla
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Figura 3. Lysiloma latisiliquum (L.) Benth 24.25

1.5.2 FAMILIA ASTERACEAE

Orden: Fabales
Familia: Fabaceae Lindl.

Nombres comunes: tsalam (maya), Tzuk te

Basonimo: Mimosa latisiliqua L - Leucaena latisiliqua (L.)
Gillis & Stearn.
Sindnimos: Lysiloma bahamensis Benth.

Distribucion en México: Peninsula de Yucatan, Chiapas.
Importancia en la apicultura: productora de néctar
Otros usos: Forrajera, especie maderable

Forma de propagacion: Se reproduce por semilla

Las familia Asteraceae, (Compositae Giseke, nom. cons.)?2, reinen mas de 23.500 especies
repartidas en unos 1600 géneros, por lo que son la familia de Angiospermas con mayor riqueza y
diversidad biologica. EI nombre "Asteraceae" deriva del género tipo de la familia Aster, término
que a su vez proviene del griego a.oTip que significa "estrella" y hace alusion a la forma de la
inflorescencia. Por otro lado, el nombre “compuesto”, méas antiguo pero valido, hace referencia al
tipo particular de inflorescencia compuesta que caracteriza a la familia y que solo se halla en
muy pocas familias de Angiospermas?.

Figura 4. Viguiera dentata (Cav.) Spreng 24 2

Wwvﬁlcy.mx

Orden: Asterales
Familia: Astereceae

Nombres comunes: tajonal (espariol); taj, sak xo' xiiw
(maya)

Basdnimo: Helianthus dentatus Cav.

Distribucion general: Sur de Estados Unidos de
Norteamérica y Neotropico.

Importancia en la apicultura: Productora de néctar. La
floracion de esta especie (finales de diciembre) marca el
principio de cada ciclo anual de produccion de miel.
Contribuyen con mas del 40 % de volumen total que se

produce en la Peninsula de Yucatan.
Otros usos: Forrajera, en las primeras etapas de su crecimiento el ganado lo utiliza como forraje.
Los tallos secos son utilizados para elaborar antorchas y para la fabricacién de cohetes.
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Forma de propagacion: semilla

1.5.3 FAMILIA POLYGONACEAE

La familia Polygonaceae, son un grupo de plantas dicotiledéneas con casi 30 géneros y 1500
especies, que se presentan como hierbas, bejucos herbaceos y lefiosos, arbustos o arboles,
ocasionalmente con brotes cortos frondosamente floridos o terminados en espinas; tallos
frecuentemente abultados en los nudos, entrenudos huecos o con una médula solida; plantas

hermafroditas o dioicas 4.

Figura 5. Gymnopodium floribumdum Rolfe 2425

Orden: Caryophyllales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia: Polygonaceae Juss.

I

Nombres comunes: ts'iits'ilche’, sak ts'iits'il che
(maya).

Basonimo:  Gymnopodium floribundum Rolfe var.
"R 9 : antigonoides (B. L. Rob.ex Millsp. & Loes.) Standl. &
ﬁi&rww.cicy.mx Steyerm.

Sindnimos: Millspaughia antigonoides B. L. Rob. ex
Millsp. & Loes. -- Gymnopodium antigonoides (B.L. Rob. ex Millsp. & Loes.) S.F. Blake,
Millspaughia leiophylla S.F. Blake, Millspaughia ovatifolia B.L. Rob. ex Millsp. & Loes. --
Gymnopodium ovatifolium (B.L. Rob. ex Milisp. & Loes.) Blake.

Distribucion en México: Peninsula de Yucatan, Chiapas, Oaxaca y Tabasco.

Importancia en la apicultura: Productora de néctar. Junto con el Tajonal (Viguiera dentata), ésta
es una de las especies que tiene mayor importancia para la apicultura en la Peninsula de
Yucatan, ya que a partir de ella se puede llegar a producir hasta el 45 % del volumen de miel
cosechada en afios con buena precipitacion.

Comercialmente, la miel de esta especie es considerada de excelente calidad, ya que, presenta
un bajo contenido de humedad que le permite conservar por mas tiempo sus caracteristicas
organolépticas sin cristalizarse

Otros usos: las ramas son muy utilizadas para construir cercas y con la madera se produce lefia
y carbon de buena calidad.

Forma de propagacion: se comporta como una maleza de facil propagacion y se reproduce por
semilla.
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1.5.4 FAMILIA CONVOLVULACEAE

Las plantas de la familia Convolvulaceae comprenden alrededor de 60 géneros y mas de 650
especies en su mayoria herbaceas.

Son plantas herbaceas a veces lefiosas, casi siempre volubles, casi siempre presentan latex.
Poseen hojas alternas, simple, sin estipulas. Flores en general regulares y hermafroditas,
pentameras, pocas veces tetrameras,

Las hojas y el almidon de las raices tuberosas de unas determinadas especies se utilizan como
alimento (ejemplo patata dulce y la espinaca de agua). Las semillas se pueden usar como
purgantes. Algunas especies de esta familia contienen ergolina, un alcaloide que probablemente
tiene actividad como psicodélicos.?

Figura 6. Turbina corymbosa (L.) Raf. 24 2

Orden: Solanales
Familia: Convolvulaceae Juss.

Nombres comunes: xtabentun (Maya).
Basdénimo: Convolvulus corymbosus L.
Distribucion general: Centramérica y Sudamérica
(Venezuela, Colombia y Ecuador).

Habito (Vegetacion): Enredadera lefiosa de hasta
10 m de largo.

éL\ LVAV.YAY. ala i a N1 o
Uso: Melifera, medicinal y alucindgena.

1.5.5 FAMILIA BURSERACEAE

Arboles o arbustos, deciduos o perennifolios, dioicos o poligamodioicos, corteza con conductos
resiniferos y laticiferos. Es una familia con 18 géneros y cerca de 600 especies en el mundo, 9

géneros y 240 especies en América, 3 generos y cerca de 110 especies en México.
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Burseraceae, forma parte del orden Sapindales, junto con otras ocho familias y el cual se asume
como monofilético, la monofilia del grupo esta respaldada tanto por los anélisis moleculares
(secuencias del DNA con los marcadores rbcL, atpB 'y 18S), como por dos sinapomorfias: las
hojas generalmente pinnado-compuestas y la presencia de un disco nectarifero en las flores,

caracteres que comparten las nueve familias que conforman el orden28.

Figura 7. Bursera simaruba (L.) Sarg. 2 2

Orden: Sapindales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia: Burseraceae Kunth

Nombres comunes: palo mulato (espanol); chakaj
(maya).

Basdnimo: Pistacia simaruba L.

Distribucion general: Neotrdpico.

Importancia en la apicultura: Productora de polen y
néctar

Otros usos: Forrajera, ornamental, elaboracién de
artesanias y cerco vivo. En medicina tradicional se
utiliza como antipirético y antidiarréico.

Forma de propagacion: Se reproduce por estaca y
semilla.
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1.6 CODIGOS DE BARRAS BIOLOGICOS

El cddigo de barras biolégico (DNA barcode) es una herramienta rapida para la identificacion de
especies basada en secuencias de DNA caracteristicas que las diferencia de la genomica
(funcional, estructural y comparativa) la cual compara en genomas completos, estructura y
expresion. Consiste en una secuencia corta de DNA estandarizada, que en principio es facil de
generar y caracterizar para todas las especies del planeta. Una biblioteca masiva en linea sirve
como estandar para identificar las muestras. Asi como en la gendmica, la cual ha acelerado el
proceso de reconocimiento de nuevos genes y la comparacion de la funcién de los mismos, el
codigo de barras permite a los usuarios reconocer eficientemente especies conocidas y acelerar
el descubrimiento de especies encontradas en la naturaleza. El propésito del cddigo de barras es
utilizar la informacién de uno o algunas pocas regiones de genes para identificar todas las
especies de la Tierra, mientras que la gendmica, describe la funcién y la interaccion entre todos
los genes de una o algunas especies seleccionadas?.

El cddigo de barras bioldgico esta disefiado para proveer rapidez, especificidad y automatizacién
en la identificacion usando regiones pequefias estandarizadas de regiones de genes como
etiquetas internas de las especies. Como consecuencia, puede conducir a que el sistema
taxonémico de Linneo sea mas accesible, con beneficios ecologistas y conservacionistas
contribuyendo a proveer informacion para el control de plagas, especies invasivas y seguridad
alimentaria 30,

Los cddigos de barras tienen aplicaciones en varios contextos, como la resolucion de casos de
especies que se comercializan, hasta la proteccion de la seguridad alimentaria, por ejemplo,
realizando el escrutinio de alimentos para uso humano y animal®.

El término de codigos de barras bioldgicos implica que cada especie es caracterizada por una
secuencia Unica, pero que presenta variaciones considerables en la misma especie y entre

diferentes especies, por lo que los arboles filogenéticos elaborados a partir de los datos
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obtenidos en la secuenciacion, son caracterizados por grupos de individuos estrechamente
relacionados y cada grupo es representado en especies separadas 32.

En 2003 investigadores de la Universidad de Guelph en Ontario, Canada propusieron el método
de codigo de barras biolégico como un recurso para la identificacion de especies. Hasta ese
momento, los especimenes bioldgicos eran identificados mediante caracteristicas morfoldgicas,
requiriendo la participacion de técnicos e incluso taxonomistas profesionales para lograrlo. Por
ejemplo cuando un espécimen se encuentra dafiado o en estados tempranos del desarrollo, los
codigos de barras resuelven esos problemas, pues se generan sin especialistas a partir de
pequefias cantidades de muestra. Esta técnica complementa el trabajo de los especialistas en
taxonomia y permite su incorporacion en bases de datos para consulta por personas no
expertas que necesitan de una rapida identificacion3!.

La utilidad del cddigo de barras recae en que la variacion genética dentro de la misma especie
es mucho menor que la variacion entre especies. El uso de la técnica de “barcoding” ha
generado especulacion en relacién a que se pueda asegurar la identificacién de especies
mediante una secuencia de DNA incluso sin la necesidad de contar con taxonomistas expertos32.
La regién del gen que ha sido utilizada para el codigo estandar para la mayoria de los grupos
animales consiste en una secuencia de 648 pares de bases en el gen mitocondrial de la
citocromo oxidasa 1 (CO1), el cual provee una identificacion efectiva en aves, mariposas, peces,
moscas y algunos otros grupos animales. Sin embargo, en plantas no resultan ser buenos
candidatos debido a su bajo nivel de discriminacién a nivel de especie, ya que la divergencia de
las regiones codificantes de CO1 es de una a un par de bases. Debido a lo anterior, los genes

coloroplasticos han sido propuestos para la identificacion a nivel de especie en plantas 3. 3,

El proyecto del cddigo de barras (CBOL, de sus siglas en inglés Consortium for the Barcode of

Life) comprende cuatro componentes 3':
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1. El espécimen: muestras provenientes de museos de historia, herbarios, zooldgicos, muestras

congeladas, bancos de semillas y otros repositorios de material bioldgico.

2. Andlisis de laboratorio: extraccién de material genético, amplificaciéon de las regiones de los
genes utilizadas como codigo de barras mediante PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y

secuenciacion del fragmento amplificado.

3. Base de datos: Bibliotecas de referencia publica de especies identificadas que puede servir
para localizar especimenes no descritos dentro de especies conocidas. Existen dos bases de

datos principales para ese fin 31:

o The International Nucleotide Sequence Database Collaborative es una sociedad
entre GenBank, en USA, la base de datos del European Molecular Biology Lab
en Europa, y el DNA Data Bank de Japdn, los cuales han estandarizado a los
protocolos de CBOL.

o Barcode of Life Database (BOLD) fue creado y sustentado por la Universidad de
Guelph en Ontario. Ofrece a los investigadores soporte para colectar,

administrar y analizar los datos de los cddigos de barras.

4. Andlisis de datos: Los especimenes son identificados mediante la determinacion del

porcentaje de identidad en comparacidn con las secuencias de referencia de la base de datos.

El proyecto CBOL comprende ademas otros proyectos orientados a especies particulares, tales
como el ABBI (All Birds Barcoding Initiative)®, en aves; Bee-BOL (Bee Barcode of Life
Initiative)® en abejas; FISH-BOL (Fish Barcode of Life)% en peces, MarBOL%, en especies
marinas, MBI (Mosquito Barcode Initiative)3® en mosquitos, TBI (Tephritid Barcode Initiative)®, en
tefritidos y finalmente el CBOL's International Network for Barcoding Invasive and Pest Species

(INBIPS)*0 para especies invasivas y plagas y el CBOL's Plant Working Group (PlantWG)#1,
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enfocado en alcanzar un consenso en el estandar de las regiones de los genes utilizadas como
codigo de barras en plantas.

Son muchos los factores que se han considerado en la seleccion de un cddigo de barras en
plantas, por ejemplo: su amplificacion universal mediante PCR, el intervalo de la diversidad
taxondémica, el poder de la diferenciacion de especies y el andlisis bioinformatico y su
aplicacién“2,

El alcance del codigo de barras es proporcional a los datos disponibles en las bibliotecas de
barcode. Claramente, los codigos de barras tienen un gran potencial como apoyo para acciones
de fitomejoramiento, mejoramiento ecoldgico, asi como investigaciones en el campo de la
evolucion si los marcadores seleccionados son los adecuados 42.

Los genes plastidicos rbcL, el cual codifica para la subunidad larga de la enzima ribulosa
bifosfato carboxilasa, y matK, una madurasa involucrada en el procesamiento de intrones tipo |I
mediante splicing, han sido propuestos como los mejores candidatos para trabajar muestras
frescas de plantas. Comparadas con aquellas resguardadas en herbarios, se han reportado
niveles de resolucion de 69.4 %-74.9 % usando ambos marcadores*3, 44, En 2009 CBOL aprobé
a estas regiones para la generacion de cddigos de barras en plantas. Un codigo de barras ideal
debe ser reproducible con un Unico par de iniciadores, de facil secuenciacion bidireccional con
minimos requerimientos de edicion de la secuencia y proveer una maxima discriminacion entre
especies. La combinacion rbcL+matK como un cddigo estandar ha demostrado ofrecer ventajas
en cuanto a universalidad, calidad de la secuencia, discriminacién y costo, alcanzando hasta un
72% de éxito en la discriminacién de especies y un 100% de éxito en las especies no
discriminadas (el 28% restante) a nivel de género®. Si bien se ha documentado el uso de rbcL
como un marcador que posee alto grado de universalidad, no sucede lo mismo en el caso de
matK, por lo que varios investigadores proponen el uso de diferentes marcadores en

combinacion con rbcL, como es el caso de ITS2 (Internal transcribed spacer 2) que aunque no
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ha sido ampliamente estudiado, para algunos grupos de plantas ha demostrado tener buen éxito
de amplificacion asi como niveles altos de discriminacion a nivel especie?®.
En la Tabla 5 se describen brevemente a los marcadores rbclL, matK e ITS2 utilizados para la

generacion de codigos de barras bioldgicos en plantas.

Tabla 5. Descripcion de los marcadores rbcL, matK e ITS2.

Marcador Producto Origen Funcion 47 Tamaiio del

aplicon en

barcoding 48

rbeL Ribulosa Cloroplasto  Catélisis de la reaccién D- 654-654
ribulose  1,5-bisphosphate +
CO2 + H20 = 2 3-phospho-D-
glycerate. en la fijacion de
carbono.

matK Madurasa K Cloroplasto  Procesamiento mediante  880-889
splicing de intrones del grupo |l

ITS2 Espaciador Nuclear- Espaciador transcripcional 492-506

transcripcional 2 Ribosomal
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2. JUSTIFICACION

La diversidad bioldgica de cada pais es un recurso natural vulnerable; el muestreo, identificacion
y estudio de los especimenes bioldgicos comprenden los primeros pasos hacia la proteccion de
la biodiversidad.

CONABIO ha identificado a seis plantas importantes en el ciclo de vida y en la nutricion de las
abejas de la Peninsula de Yucatan, las cuales ademas confieren el aroma caracteristico a las
mieles de esta region 2. En adicion, es de importancia considerar conferir valor agregado a las
mieles, mediante la identificacién de las flores presentes en las mismas, lo que incrementaria el
reconocimiento de las mieles peninsulares.

Una forma actualmente disponible de identificar dichas especies se logra al obtener su cédigo de
barras molecular*® lo que permite una identificacion eficiente, unica e inequivoca de cada una de
las especies identificadas. Ademés puede utilizarse para obtener la informacion sobre el origen
del polen residual en las mieles, detalle importante para proponer su denominacién geografica.

El conocimiento de las especies vegetales a partir de las cuales se alimentan puede proveer un
panorama general de la alimentacién de estos insectos, que, como en cualquier otra especie,
debe ser variada para comprender todos los nutrimentos necesarios. Sin embargo muchas de
estas especies vegetales no se encuentran completamente caracterizadas y, por lo tanto, no
existen evidencias que apoyen la importancia de estas plantas en cuanto al aporte nutrimental
para estos polinizadores. Esto a su vez, permitiria proponer la implementacion de programas
para su conservacion. Hasta ahora, se han caracterizado con métodos tradicionales algunas de
las especies vegetales conocidas por su importancia en la produccién de miel y polen en la
Peninsula de Yucatan, reconocida ampliamente por ser una de las regiones meliferas mas

importantes del pais.
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Mediante la identificacién de los cddigos de barras seria posible documentar la variabilidad del
polen que consumen las abejas, ofreciendo un panorama de la predominancia floral de las
mieles peninsulares que a su vez se encuentra estrechamente ligada a la diversidad vegetal que
visitan estos polinizadores, la cual es sostenida por las plantas de la region y es fuente de su
alimentacion variada y completa®.

La documentacién de la diversidad floral presente en las mieles peninsulares puede resultar
indispensable en el caso de los meliponidos, cuya poblacién se ha visto fuertemente amenazada
por la africanizacion y la apicultura tecnificada, demostrando la importancia de la preservacion de
estas especies florales como factor importante para la conservacion de estas abejas.

En resumen, los cddigos de barras biolégicos ofrecen una herramienta de identificacion de
especies economica, sencilla y rapida que puede ser utilizada para identificar especies meliferas,
aplicando un sistema con el cual pueda caracterizarse la predominancia floral de una region,
contribuyendo a la certeza de las plantas presentes en cada tipo de miel y al mismo generar
conocimiento sobre las plantas fuente de alimento primario de las abejas productoras de miel

(europeas y nativas) en la Peninsula de Yucatan.
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3. HIPOTESIS

El codigo de barras biolégico contribuira a identificar la diversidad de especies florales que son
fuente del polen presente en la miel de la Peninsula de Yucatan, permitiendo utilizar dichos

codigos como método de caracterizacion molecular del origen del polen en estas mieles.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar marcadores moleculares como herramienta de identificacién taxonémica de plantas

meliferas, asi como de la diversidad floral predominante en mieles peninsulares.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Generar los codigos de barras moleculares que identifiquen a cada especie

seleccionada mediante la herramienta bioinforméatica BOLD system.

[l Realizar el analisis de las secuencias de los genes rbcL, matK'y de la region nuclear
ribosomal ITS2 mediante la construccion de arboles filogenéticos para confirmar la

identificacion taxonomica de las especies de interés

lIl.  Evaluar la utilizacion de los genes rbcL y matK'y de la regidn nuclear ribosomal ITS2

para determinar la mejor combinacion de marcadores en la discriminacion molecular a

nivel especie.

IV.  Determinar la diversidad floral predominante en el polen residual de miel de Apis

mellifera proveniente de la Peninsula de Yucatan.
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6. METODOLOGIA

6.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencion de

especies florales.

L

Extraccion de
DNA genomico

muestras de —

Ejemplares de herbario.
Muestras de campo

1 -

Amplificacién de los genes rbcL,
matK'y de la region nuclear
ribosomal ITS2

1l

Generacion de los
codigos de barras
bioldgicos

iyt

Analisis de las secuencias
obtenidas y construccion de
arboles filogenéticos

1l

Mapeo de diversidad floral
predominante en miel

CBOL Plant Working
group

— BOLDsystems

BioEdit

—> MEGA 6:

R® SpideR

pJET 1.2 blunt

<«—> | BioEdit

BLASTclust
Mega 6
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6. 2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 MUESTRAS

Plantas meliferas

Muestras de herbario: Se obtuvieron muestras de hoja, correspondientes a ejemplares de V.
dentata, T. corymbosa, B. simaruba, P. piscipula'y G. floribundum depositadas en el herbario
Nacional MEXU, Instituto de Biologia de la UNAM (la especie L. latisiliquum no presentd
ejemplares depositados en la coleccion).

El muestreo se realizo bajo la autorizacion MEXU MS 22102014 y fue realizado solo de las
hojas depositadas en los sobres de los ejemplares, por lo cual ninglin ejemplar fue mutilado.

Las muestras fueron seleccionadas de ejemplares de 1990 a la fecha, la mayor parte de los
ejemplares pertenecen a la Peninsula de Yucatédn excepto la muestra de T. corymbosa
(Guerrero).

En el anexo A se muestra el detalle de los ejemplares de los cuales fueron tomadas las

muestras.

Muestras de campo:
Para el estudio se contd con muestra de hoja de V. dentata, B. simaruba G. floribundum
(Uxmal), L.latisiliquum y P. piscipula (Tixkokob). Los ejemplares fueron colectados por
habitantes de la regién con conocimiento empirico sobre la identificacion de las especies y
fueron amablemente donados por la MVZ Laura Espinosa Montafio.
Miel: Se obtuvieron 11 muestras de miel multiflor provenientes de la Peninsula de Yucatan.

e 4 Yucatéan: Miel Pura (Cabalan), Miel Fuego Maya (Mérida), El yucateco (Kanasin) y

a granel (Mérida)
e 6 Campeche: A granel (Hopelchén)

e 1 Quinatana Roo : A granel (Koba)
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6.2.2 EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE MUESTRA DE HOJA

Para el procesamiento inicial de las muestras de herbario se realiz6 una modificacion al
protocolo de Kress y Erickson®!, homogeneizando 50 mg de hoja seca en el equipo Tissue
Lyser® de Qiagen, con una perla de tungsteno a 28 Htz durante 30 seg. La siguiente etapa de la
extraccion se realizd de acuerdo al protocolo DNeasy mericon Food52 53. %4 E| pulverizado fue
transferido a un tubo de 2.0 mL al cual se le agreg6 1.5 mL de Food Lysis Buffer y 2.5 UL de
proteinasa K, después de homogeneizar se dejo en incubacion durante 30 min a 60° C con 1000
rpm. Las muestras fueron centrifugadas durante 5 min a 2500 x g. Se agregaron 500 ul de
cloroformo al sobrenadante, la mezcla homogeneizada fue sometida a centrifugacion a 14 000 x
g durante 20 min. A 350 UL de la fase acuosa se le agregd un volumen igual de buffer PB y la
mezcla fue vertida en una columna con tubo colector y centrifugada a 14 000 x g durante 1 min.
Se agregaron 500 L de buffer AW2 directamente sobre la columna y se centrifugd a 14 000 x g
durante 1 min, el paso anterior se repitié con la columna vacia. La columna fue transferida a un
tubo de 1.5 mL y se agregaron 50 pL de buffer EB previamente calentado, la columna se incub6
en bafio Maria a 60°C durante 5 min y posteriormente se centrifugd a 14 000 x g durante 1 min.
EI DNA fue almacenado a -20°C en buffer EB hasta su utilizacion.

En muestras de campo, el procesamiento inicial se realiz6 con 50 mg de hoja seca, terminando

este procedimiento se utilizd el mismo protocolo descrito para las muestras de herbario.

6.2.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA matK , rbcL e
ITS2

Las secuencias de los oligonucledtidos (Tabla 6) propuestas para generar los cddigos de barras

bioldgicos fueron obtenidas de los protocolos del CBOL s Plant Working Group 43.
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Tabla 6. Secuencias de oligonucleotidos para la amplificacion de los genes rbcL y matK y

de la region nuclear ribosomal ITS2

Marcador Secuencia Autor

rbel

rbcLa_F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC Kress y Erickson, 2007

rbcLa_R GTAAAATCAAGTCCACCRCG

matK

3F_KIMF CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG Ki-Joong Kim
(unpublished)

1R_KIMR ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

ITS2

ITS-F ATGCGATACTTGGTGTGAAT Shu-Jiau 2007

ITS-R GACGCTTCTCCAGACTACAAT

Se utilizo para la PCR a la enzima Pfu DNA polymerase (Thermo scientific®). La concentracion
de los reactivos y las condiciones para la PCR se enlistan en las Tablas 7y 8

Tabla 7. Reactivos utilizados en la PCR para rbcL, matK e ITS2

Reactivo Cantidad en microlitos por  Concentracion final
reaccion

10X Buffer SuL 2 mM

dNTP 4 uL 0.2 mM
Oligonucledtido F 1.5 L 0.2mM
Oligonucledtido R 1.5 uL 0.2 mM
Pfu Taq polymerase 0.6 uL 15U
DNA 100 ug
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Tabla 8. Condiciones de ciclado para la PCR de los genes rbcL 4> ,matK45 e ITS2 46

rbcL MatK ITS2
Desnaturalizacion 94°C, 4 min 94°C, 1 min 94°C,3 min
inicial
Ciclos 35 35 35
Desnaturalizacion 94°C 30 seg 94°C 30 seg 95°C 30 seg
Alineamiento 55°C 30 seg 52°C 20 seg 56°C 30 seg
Extension 72°C 1 min 72°C 50 seg 72°C 30 seg
Extension final 72°C 10 min 72°C 5 min 72°C 7 min

La amplificacion se realiz6 mediante PCR de punto final, y el amplicon fue purificado con la
finalidad de eliminar contaminantes en la secuencia.

6.2.4 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DE PCR

Después de visualizar los geles de agarosa para corroborar la presencia del producto de
amplificacion en el peso correspondiente, se seleccionaron aquellos amplicones que mostraran
una amplificacién evidente, clara y sin productos inespecificos. La purificacién de los productos
se realizé siguiendo las instrucciones del QIAquick® PCR Purification Kit de Qiagen3®, utilizando
una relacion de 1:5 de reaccion de PCR con Buffer PB, el cual fue homogeneizado calentado a
60°C durante 5 min. La mezcla fue vertida en una columna, centrifugado a 10, 000 x g durante 1
min, a la cual se le realizd un lavado con buffer PE. Posterior al lavado, la columna fue
transferida a un tubo colector y la elucion de realizé con 30 pl de agua destilada estéril y se

almacend a -20°C.
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6.2.5 ANALISIS DE DATOS A PARTIR DE SECUENCIACION

Los productos de la amplificacion de PCR purificados fueron secuenciados en el equipo ABI
3730xI por la empresa Macrogen©%. Se secuencid un producto por cada gen amplificado por
especie floral. Con las secuencias obtenidas, inicialmente se realizd un alineamiento local con la
herramienta BLASTN® del NCBF'.

La edicion de las secuencias se realiz6 utilizando el programa BioEdit®. El alineamiento de las
mismas se realizd con el algoritmo Clustal W utilizando el programa MEGA 6®, y con esta
herramienta también se construyeron los arboles filogenéticos por el método Maximum
Likelihood con un bootstrap de 500. Se realizé adicionalmente un alineamiento concatenado de
secuencias, solo en aquellas donde existiera informacion disponible para al menos dos
marcadores y que pertenecieran al mismo voucher ( muestra con el mismo nimero de
identificacion) en la base de datos (Figura 8) .

Las secuencias para la construccion de los arboles filogenéticos fueron obtenidas de las bases

de datos BOLD y GeneBank 7.
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Edicién de rbel matK TS

Secuencia
BioEdit FASTA FASTA
Alineamiento
dela MEGA: Clustal W
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v

BioEdit

Concatenado

Parsimonia
Neighbor joining l
Reconstruccion Mm L
filogenética: likelihood Parsimonia
MEGA Neighbar joining
Maximum
likelihood

Figura 8. Estrategia para la reconstruccion de los arboles filogenéticos.

6.2.6 GENERACION DE LOS CODIGOS DE BARRAS MOLECULARES

Una vez realizada la edicion de las secuencias y posterior a los alineamientos en BLAST y los
realizados en MEGA 6, se ingresaron al portal BOLDsystems® los datos del espécimen y se
ingreso la secuencia editada en formato FASTA. Como control de calidad de la secuencia se
cargaron los archivos con la secuencia sin editar y su cromatograma correspondiente. Los datos
fueron cargados en un proyecto especifico creado para este tema de investigacion. Todo el
procedimiento se realizd siguiendo los lineamientos de BOLD %' y de CBOL Plant Working

Group*!.
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6.2.7. DISTANCIA INTER E INTRA ESPECIFICA. ANALISIS GAP.

El andlisis GAP se realizd con el paquete estadistico RO mediante spideR utilizando los
alineamientos para la construccién de los arboles filogenéticos, se modifico el script obtenido de

Catwright Lab Next-Gen Wiki©60:

install.packages ("spider")

library (spider)

Aln <- read.dna ("path/to/mySequences.fas", format="fasta")
SplitNames <- strsplit(dimnames (Aln) [[1]], split="_")

Spp <- sapply(SplitNames, function ( paste (x[1], x[2], sep="_"))
Gen <- sapply(SplitNames, function ( paste(x[1]))

Dist <- dist.dna (Aln, pairwise.deletion = TRUE)

inter <- nonConDist (Dist, Spp)

intra <- maxInDist (Dist, Spp)

pdf ("My Barcode Plot.pdf")

DensityInter <- density(inter)

DensityIntra <- density(intra)

plot (DensityIntra, xaxt ='n',
"genetic distance")

polygon (DensityIntra, col="red")

lines (DensityInter)

polygon (DensityInter, col=rgb(1,1,0,0.5))
legend ('topright', legend=c('intra', 'inter'),
fill=c('red',rgb(1,1,0,0.5)))

dev.off ()

X)
X)

yvaxt ='n', main ='My Plot', xlab =

MAPEO DE LA DIVERSIDAD FLORAL EN MIEL

A) Se realizé la extraccion de DNA a partir de polen de miel.

6.2.8 EXTRACCION DE POLEN RESIDUAL DE MIEL

Las muestras fueron precalentadas 30 min, 37° C. Se utilizaron 50 g de miel (divididas en 4
tubos con 12.5 g cada uno) y se agreg6 agua destilada desionizada, filtrada y estéril (DDFE)
hasta completar un volumen de 45 mL. Los tubos fueron calentados a 50°C, 400 rpm, durante 30
min y se centrifugaron durante 5 min a 5000 x g. El botdn fue resuspendido en 1 mL de agua
DDFE y se mezclaron las cuatro partes en un solo tubo, se agregd agua a un volumen de 30 mL

y se centrifugd 5 min a 5000 x g.

43



La extraccion de DNA a partir del polen residual se realizd siguiendo el protocolo DNeasy
mericon Food %2(6.2.2).

Buscando obtener representatividad de la diversidad de las plantas presentes en los tres estados
de la Peninsula de Yucatan, se realiz una mezcla con todos los DNA obtenidos.

B) A partir de la mezcla de DNA se amplificaron los marcadores rbcL e ITS2, utilizando los
oligonucledtidos y las condiciones de amplificacion descritas en las Tablas 6y 7.

C) Los productos de amplificacién fueron purificados con QIAquick® PCR Purification Kit de
Qiagen %5 (6.2.4).

D) Por separado, los productos de amplificacion fueron ligados al vector pJET 1.2 ©81, utilizando
32 ng de producto de amplificacién purificado para rbcL y 26 ng para ITS2, con una relacién
molar vector: inserto 3:1.

C) Para la transformacion, se utilizaron 50 pL de células competentes E.coli DH5a y 10 uL de la
reaccion de ligacién, se incubaron en hielo durante 30 min, posteriormente 2 min a 42°C y se
regresd a hielo durante 5 min mas para incubar en medio LB durante 1 hora a 37°C con
agitacién a 250 rpm. Se centrifugd durante 10 min para obtener el botdn, el cual fue
resuspendido en medio Luria Bertani (LB) y plaqueado en agar LB con 100 mg de amplicilina.

D) Se realiz6 una seleccion aleatoria de 25 clonas para rbcL y 25 para ITS2.

E) Se realiz6 la extraccion de plasmido utilizando el GeneJET Plasmid Miniprep Kit de Thermo
Scientific 61,

6.2.9 EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

La clona fue crecida en medio LB a 37°C, 250 rpm durante 16 horas. Se centrifugé durante 10
min a 12 000 xg. El pellet fue resuspendido en 250 uL de solucion de resuspension, se
homogeneiz6 y se agregaron 250 UL de solucidn de lisis y 350 uL de solucién de neutralizacién.
Se centrifugd durante 5 min a 5000 x g y el sobrenadante fue transferido a una columna, a la

cual se le hicieron dos lavados con solucion de lavado, y se suspendid en buffer de elucion.
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F) Se comprobd mediante PCR que el plasmido tuviera ligado el inserto de interés.
G) ElI DNA plasmidico de las clonas positivas fueron enviadas a Macrogen.© para la
determinacion de su secuencia.

6.2.10. ANALISIS DE DIVERSIDAD FLORAL

Se realizaron alineamientos en MEGA 6 utilizando las secuencias mas cercanas a cada clona
identificadas mediante BLAST, asi como las secuencias utilizadas para la generacion de codigos
de barra bioldgicos. Se generaron agrupamientos de aquellas secuencias que mostraron una
elevada identidad entre ellas, generando MOTUs (Molecular Operational Taxonomic Unit) que
permitieran designar a una de las secuencias como aquella que representara al cluster
generado, esta agrupacion se generd utilizando la herramienta online de Bioinformatics Toolkit
BLASTclust82, utilizando un umbral de 1 para rbcL y de 2.5 para ITS2 con una cobertura de las
secuencias del 99 %. Las construcciones filogenéticas fueron realizadas mediante el método

Maximum Likelihood.
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7. RESULTADOS

7.1. EXTRACCION DE DNA GENOMICO

Con la finalidad de determinar el protocolo adecuado para realizar la extraccion de DNA, se
probaron dos métodos, el primero realizando la trituracion manual de las hojas secas con
mortero y pistilo y el segundo, la disrupcién mecanica con el equipo TissueLyser. En la Figura 9
se observa el DNA gendmico de las muestras de cinco especies: BS B. simaruba, TC T.
corymbosa, GF G. floribundum, VD V. dentata, PP P. piscipula. En los carriles 2 y 3 se observa
el DNA genomico para BS" B. simaruba (protocolo sin disrupcion), BS B. simaruba con
disrupcién, siendo el Ultimo el que ofrecié un mayor rendimiento de la extraccion. Las muestras

de los carriles 3 a 7 fueron procesadas con disrupcion con TissueLyser.

En la Figura 9 puede apreciarse degradacién del DNA en la mayoria de las muestras, lo cual

puede ser un factor limitante para la obtencién de secuencias de buena calidad.

il 2 mademt 4 5 6 7

W BS* BS GF VD PP TC

| |

MW 100pb

. BS" Bursera simaruba
(protocolo sin
disrupcion)

BS Bursera simaruba
4. GF Gymnopodium
floribundum

VD Viguiera dentata
PP Piscidia piscipula
7. TC Turbina corymbosa

N —

1000

w

S

Figura 9. DNA genémico de muestras de herbario. Separacion electroforética en gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio tanto del marcador de peso molecular 100 pb como

de los DNA genémicos.
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Posteriormente, se realizd la extraccion del DNA gendmico de las muestras de colecta reciente
de las especies B. simaruba, V. dentata, G. floribundum, P. piscipulay L. latisiliquum.

Los mejores resultados fueron obtenidos cuando se dejo secar la hoja por completo y el
pulverizado se realiz6 mediante disrupcion. Este procedimiento presenté un mejor rendimiento
de DNA vy facilito el manejo de la muestra, a diferencia de lo observado cuando la muestra se
proceso con Nitrégeno liquido y triturando en mortero, con el cual el manejo de las muestras
durante la extraccion resulto mas complicado, principalmente al separar la fase sélida de la
acuosa Y el rendimiento fue muy pobre (por debajo de 20 pg/mL, contrario a lo observado con
disrupcién, con rendimientos superiores a los 50 pg).

7.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA DE rbcL y matK Y DE LA
REGION NUCLEAR RIBOSOMAL ITS2

Se realizd la PCR para el gen rbcL utilizando las mismas condiciones de amplificacion para todas
las muestras. Todas las muestras obtenidas a partir de ejemplares de herbario y de colecta

reciente amplificaron una banda de 580 pb (Figura 10).

A B

— —

MW BS VD GF TC PP Neg MW BS VD GF PP LL Neg

Figura 10. Amplificacién de la secuencia parcial del gen rbcL. A) Muestras de herbario B)
Muestras de campo. Separacion electroforética en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio del marcador de peso molecular 100 pb y de los productos de amplificacion de 580 pb.

MW 100pb. BS B. simaruba. VD V. dentata . GF G. floribundum

TC T. corymbosa. PP P. piscipula. LL L. latisiliquum. Neg Control Negativo.
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La amplificacién de matK resulté exitosa en cuatro de las cinco especies de herbario, la muestra
de V. dentata no logré ser amplificada bajo las mismas condiciones de reaccion. En las
muestras de campo de igual manera se logré la amplificacién de cuatro de las cinco especies, en

este caso, la especie L. latisiliquum no mostré amplificacién (Figura 11).

Se aprecia de manera cualitativa, que algunas de los amplicones muestran tener una
concentracion muy baja, por lo cual solo se purificaron los amplicones con una mayor intensidad

de banda.

A

MW BSVD GF TC PP Neg MW BS VD GF PP LL Neg

—_—

Figura 11. Amplificacion de la secuencia del gen matK. A) Muestras de herbario B)
Muestras de campo.

Separacion electroforética en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio del marcador de
peso molecular 1Kb y del producto de amplificacién de 840 pb de BS B. simaruba. VD V. dentata
. GF G. Floribundum. TC T. corymbosa. PP P. piscipula. LL L. latisiliquum. Neg Control Negativo.
En el caso de ITS2, se logro la amplificacion de 3 especies de herbario y de cuatro de muestras
de campo (Figura 12). Se puede observar que algunos de los amplicones muestran ligeras

diferencias en su peso molecular, el cual puede variar entre 492 y 506 pb (Figura 12B).
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MW BS VD GF TC PP Neg

o -
MW BS VD GF PP LLNeg

Figura 12. Amplificacion de la secuencia de la regién nuclear ribosomal ITS2. A) Muestras
de herbario B) Muestras de campo

Separacion electroforética en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio del marcador de
peso molecular 1Kb y del producto de amplificacién de 492 pb de BS B. simaruba. VD V. dentata
. GF G. Floribundum. TC T. corymbosa. PP P. piscipula. LL L. latisiliquum. Neg Control Negativo.

En las tablas 9 y 10 se muestra un resumen del éxito de las amplificaciones en muestras de

herbario y frescas.
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Tabla 9. Resumen de las amplificaciones de rbcL, matK e ITS2 a partir de muestras de

herbario.

Muestras de herbario

Especie

B. simaruba Sl sl NO
G. floribundum S Si* NO
V. dentata Si NO Si
P. piscipula Si Si* Si
T. corymbosa Si Si Si
L. latisiliquum No se obtuvo muestra

* Baja sefal de amplificacion
Tabla 10. Resumen de las amplificaciones de rbcL, matK e ITS2 a partir de muestras de

campo.

Muestras de campo

Especie

B. simaruba Sl Sl Sl
G. floribundum Si Si Si
V. dentata Si Si* Si
P. piscipula Si Si* NO
L. latisiliquum Si NO Si*
T. corymbosa No se obtuvo muestra

* Baja sefal de amplificacion
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7.3. GENERACION DE LOS CODIGOS DE BARRAS PARA LOS EJEMPLARES DE
HERBARIO

Se generaron codigos de barras biologicos para las cinco especies de herbario, dos codigos para
cada especie. Las muestras de campo fueron descartadas debido a la falta de datos de
identificacion. Se muestra el cddigo de barras generado para B. simaruba, el cual incluye su
descripcion y un ejemplo de como se observa el codigo de barras para rbcL (Figura 13). Esta
hoja incluye los datos del espécimen, la descripcion taxondmica de la especie, el numero de

voucher que fue asignado por MEXU, la fecha de colecta, y la geo referenciacion del mismo.
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IDENTIFIERS PHOTOGRARHS

Sample D: HiA AF
Process . QUNAMO01-15
Institufion Storing: Universidad Nacional Autonoma de Mexico
Field [D: MEXU974851
[useum ID: WEXU
Collection Code:
wolewy
|dentification: Bursera simaruba (L. Sarg.)
Rank Species
Idenifier
|dentifier Insfution:

|dentifier Emall:
Taxonomy Note:

Rank Curment Record
(H1A_AF)
Phylum: Magnoliophyta
(lass: Magnoliopsida
Family: Burseraceae
Subfamiy:
Genus. Bursera
Species: Bursera simaruba

Voucher Status:
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GEOGRAPHY

Country: Mexico
Province/State: Campeche
Region/County: Calakmul
Sector:
Exact Site: Calakmul
Lat/l on; 18.15, -80.262
wv' o SUnited States N D =
o KB WY
Mapa e ] ] KY VA
. K AR T™ ! NC
; AZ N e =
o T Ga
La
L
\
R Guif of
Mexico hde
Mexico
i Cuba
- - | Puerto Rico
b ; t i
G-u.a%?ernala
A I_,..,-‘_' Canbbean Sea
Nicaragua
e d .I (7 _.'-II
¥, J ".‘.r‘in’enezuela .
) Guyana
Culurnhla 1 \—thP + &
nn‘«— m
E-l:uadb-‘j"\._ -
'v r-"’“"' AM
GD gI'E Datos del mapa ©2015 Google INEGI | Condiciones |:|=-|.5>r'_-*'\rr...n:

COLLECTION DETAILS

Collectors: E. MARTINEZ
Collection Event [T
Date Collected. 13-Kar-1998

Date Accuracy:
Time Collected:

Site Code:

Habitat: Selva alta subperennifolia
Sampling Profocol

Coord. Source:

Coord. Accuracy:

Figura 13 (Continuacion). Hoja de identificacion de B. simaruba. Datos de identificacion del

espécimen, vista del usuario.

Se muestra la seccion donde aparece la secuencia de nucleétidos editada (el cddigo de barras
bioldgico), asi como su traduccion a aminoacidos y el codigo de barras ilustrativo que genera el
portal BOLDsystems cuando se ingresa la secuencia en éste (Figura 14). En esta seccion

también se puede apreciar el codigo designado a los oligonucledtidos utilizados para la
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amplificacién, este cddigo es validado por BOLD, con la finalidad de utilizar solo aquellos

oligonucledtidos previamente reportados en su sistema.

rbecL matK

SEQUENCE DATA ILLUSTRATIVE BARCODE

Genbank Accession: ] 199
Translaton Matm: Standiard Code OO0 O 0O
Last Updated: 2015-04-21 200 399
Clear Sequence | Edit Sequence F O O

400 599

S WA OO 0O A ez

Sequence 604 bp

6il0 503 [N
CACTATAAATTGACTTATTATACTCCTGAATATCARACCARAGATACTGATATCTTGECA "l z
GOATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGEAGTTCCACCCGAGEAACCGEEEECCECGETAGCT e
GCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGEGCTTACCAGCCTTGAT T
CGTTACAAAGGACGATGCTACGACATTGAGCCCGTTGCTGGAGAAGARAATCAATATATA &
TGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGARGGTTCTGTTACTAACATGTTTACT — - - 0
CCATTGTGGETARIGTATTTGEGTTCARAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTAGAGGATcTA  SEQUENCING RUNS: Universidad Nacional Autonoma de Mexico | =

CGAATCCCTCCCGCGTATTCTARAACTTTCCAAGGCCCTCCGCATGGGATCCAAGTTGAG
AGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTARACCTAAATTA
GGGTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGAC
TTTACCRAAGATGATGAGARCGTGAACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGGAGRACGGTT
TTCA

Composition A(166),G(139), C(131), T(168)
Ambiquous 0
Characters:

Identify Sequence Using

Full Database

Run Date Seq Primer Quality
PCR Primers: rbcLa-F/vbecL-aar

[ 2015-03-07 Forward

Direction  Trace File

HIA_AF.ab1 rbela-F high

Sequence Editor View Trace Files Download

ANNOTATION

Associated Tags: No Tags

Add Tags & Comments §9 | Comments: (@

Figura 14. Cédigo de barras bioldgico ilustrativo. Codigo de barras para B. simaruba

utilizando el gen rbclL, vista del usuario.

Se aprecia una impresion de pantalla del control de calidad (Trace files) que arroja BOLD

después de haber anexado tanto el archivo .phd-1, como el .ab1 que corresponden a la

secuencia sin editar y al cromatrograma de la misma (Figura 15). Esta ventana evalua la calidad

de la secuencia que funciona como cédigo de barras y muestra el cromatrograma de manera que

se aprecie la region de la secuencia que aparece visible como codigo de barras (regién

sombreada del cromatograma).

54



SYSTEMS

Trace Viewer - QU NAM

= Print

¥
o

rMean: 50.948
54222 6
o.80300
0.403565

rbclLa-
PCR primers: fhoo oo
:  rbola-F
Forward

war:
Stdew:
Stderr:

Freq (8)

Associated Tags: No Tags.

anfe fypteny

Figura 15. Hoja de control de calidad de la secuencia. Trace file de rbcL, el area sombreada
muestra la secuencia utilizada para generar el codigo de barras.
A continuacién se muestran los cinco cddigos de barras generados, los cuales incluyen su

descripcion y dos cédigos para cada uno. Se omiten los Trace files.

IDENTIFIERS PHOTOGRAPHS

Sample ID: HaA 270 R,
Process D; QUNANOO3-15 /@;g,ﬁ:ﬂ)
Institution Storing Universidad Nacional Autonoma de Mexico 0 \:‘L'f, L"“JL I
Field ID: MEXUB32126 St
Museum ID: MEXU

Collection Code

THIONOMY . &

dentification: Gymnopodium floribundum .

Rank: Species

[dentifier

dentification Method:

|dentifier Institution:
dentifier Email:

Taxonomy Note

Arbol con pequefias flores verde claros, estambres
blanco-amarillos

e

;
;.

Current Record
HIA

Figura 16. Hoja de identificacion de G. floribundum.
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Sample D: H3A
Process D QUNAMOD3-15
\dentification: Gymnopodium floribundum

] 199
TansionVavic  Standard Code A TR e

Genbank Accession:

Last Updated: 20150516 HI 599
Gearten T v— MO A
NUCLEOTIDESEQUENGE o
sequence: 572 b WU ORRO AR O R

TIGACTTATIATACTCCTGAATATGAACCCCATCCGCATGATATCTTGECAGCATTICGR

S TAACTCCTCAACCTCGACTTCCACCCOAAGARGCASGG0CCaCSaTAGCTGCCCAATCT SEUENCINGIRUNSHURIVETSIdsaNGIona  AUTono A EIERICO NN
JCGITACAAR

CEACEATECTACCACATCEACCCTET TCCTCCACAACARLCTCARTT TATTGCTTATCTA RunDate  Direction Trace File Seq Primer Quality
GCTTACCCATTAGACCTTIITGRAGRAGGITCIGTTACTAACATGITTACTICCATIGIG " .
CETARTETATTTCEETTCARAECCCTECETECTCTACETTTGEAGEATTTECERATCCCT PCR Primers: rbcla-F/rbclaR
TCTGCTTATTCGARRACTTTCCAAGGCCCGCCTCATGETATCCARGTTGAGAGAGATARR [ E Fabl F
TTGACARATATCCACCTCCOCTATTCERATCTACTATTARACCCARATTCEECTTETCC 20150307 Forward  HIAAF.2b thclaf  high
GCTRRCRACTRACCETCGRCCACTITATCARTCTCTTCEGCEGCEERACTTGATTITTACCRAALR i 3 .
GATGATGARAACGTGARCTCCCARCCATTTAT Sequence Editor View Trace Files Download

Conpositon: AUST, G 1271 C 128) T(166) ANNOTATION
0 w Comments: Assoclated Tags: No Tags
Characters; o - -

Identify Sequence Using;
| Full Database |

Sequence; 199 residues
LIYYTPEYEPHPHDILAAFRVIPQPGVPPEEAGRAVARE SSTGTWITVWIDGLTSLDRYE
GRCYHIEPVDGEESQFIAYVAYPLOLFEEGSVINMETSIVENVFCFEALRALRLEDLRID
SRYSKIFQGPFHGI RDKLNKYGRPLLGCTIRPELGLSAKNYGRAVYECLAGGLDFTE
DDENVNS{DPFX

Sample D; H3A

Process D QUNAMDO3-15

Igentification: Gymnopodium floribundum

|

SEQUENCE DATA LLL b 3
] 1aa
Tonshtonami:  Standard Code O

Genbank Accession:
Last Updated; 2015-05-16 200 a9
sscion) (BH S N

Lt

At
e peslll|| 1T TN

ATAATETTATTACTCTARACAAATCTETTTCAATTTTTTCARAARARAR AR NTCARACAT
TATTATTETTCCTATATRATTCCCA n.lm1-|mIGCG&n_u.L.AJ.L.J.J.1|=J.J.J.11L1\.L_
ERTM O e, e oo Deoe s quiy
T Cooat T PCR Primers: MatK-3FKIM-r/MatK- IRKIM-f
%%g%%%%ﬂ%&%&% ] 2015-03-07 Forward  H3G_EF.abl Matk-3FKIM-r med

Sequence Editor View Trace Files Download

Compustar,  A4OLGTILCONTNTS mwommow

Ambiguous 0
Characters: w Comments: . Associated Tags: No Tags
Identify Sequence Using:
Full Database
DA i
Sequence; 178 residues

NVITLEESVSIFSEERNQRLLLELYNSHVCECESIFVFLRNQS SHLRSTSSGTFLARVYF
YVELEHLVEVETRHFQVILWFFRD PFLHYVRYQGRW ILASKGT FFLMTRLEYYLVNLCQC
NESLWLQPRRIYINQSSNQPIDFMGFLLSVRLNPSVVRS QUMLK

Figura 17. Cédigo de barras ilustrativo para G. floribundum con rbcL y matK.

56



IDENTIFIERS PHOTOGRAPHS

Sample D H5A

Process [D QUNAMO05-15

nstitution Storing Universidad Nacional Autonoma de Mexico
Fleld ID. MEXU96082

Museum 10 MEXU

Collection Code

Identification. Piscidia piscipula (L.Sarg. )
Rank. Species
dentifier

Idenificatiol A
Identifier Institution.

Identifier Emall

Taxono oie Arbol 3m. Flor en bofon

Rank Current Record
(HBA)

Ehylum: Magnaliophyta

Class. Magnoliopsida

Order Fabales

Eamily: Eabaceae

Subfamily

Genus: Biscidia

Species Pz jiscipula

iaces oot ul prmare crRoten nant pmmacess racesna . 24+ o [IEIRENEN
LAAL S St s arersan LN

(s Ca—n ) cores @ rcivesIoure o

Jor— Ssanais stcancnts

Figura 18. Hoja de identificacion de P. piscipula.
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Sample D; HEA
Process ID: QUNAMOOS-15
\dentification: Piscidia piscipula

ITS2 rbel

Genbank Accession; i 190
TamslatonMatt. /A~ NON-CODING MARKER AT T

st ated: 2015-05-16 200 399
SR Edit s D

NUCLEOTIDESEQUENCE "
Sequence: 407 bp i
ECCATTACCCCEREEECACECCTECCTEEETCTCACACATCGTTECCCCART!

ECCARCEC
CreaccTarceceTeceTecTeACRaccoMTaCTeaCTCeeecacoeceTocccToc SROENGING RUNSEURIVETSIAd NAEIoRaIAGTG oA EIEXIcaNm

GETTCETCCARARNCEA
CTCCAGACCEATCETGCECEECCCT TCCCRAGACECEACTCECGCEACCCTCECETTCRE BunDate Direction Trace File SeqPrimer Quality
GTCCCGRACGCTCATGACGAGACCTCAGGTCAGACGGGGCTACCCGCTGAGTTIRRGERT peg primers: [TS. S2F/ITS.S3R
ATCAATAAGCGGAGGAARAGARACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCEAGCGAACCGE eEs -

GAAGAGCCCACCATGAGAATCGETCGTCTTTGECGTCCGAATTGTAG [7] 2015-03-07 Forward  HSC_CF.abl ITs_52F  high
Composition: A(B9), G(126), C(123), T(69) Sequence Editor View Trace Files Download

e 0 ANNOTATION
Characters:
w Comments: @  Associated Tags: No Tags

Genbank Accession:

i 199
Ianimonusmx  swndard code D
Last Updated: 2015:05-16 200 399

000 T

Clear Sequence Edit Sequence

ML EOTIDE SEQUENGE i ) L

Sequence: 575 bp

ATTGACTIATTATACTCCTGACTATGAARCCARAGRATACT GATATCTTGECAGCATICCG

AGTAACTCCICAACCTGaACTT CCOCCTORRGAASCAGOT GCTGCGoTAGCToCC oA  SERUENCING RUNSE Universidad Nasiohal Nitoroma deMexico
TICT GETACART CAACTGICTGEACCEATGEECTTACCACICTIGATCGTTIACAR
ACCACGCATCCTACCACATCCAACCCCTTCCTCCACAACAAAATCAATATATTCCTTATET RunDate Direction Trace File Seq Primer Quality

ACCTTATCCCTTACACCT T T ITEAACAACETTCICT TACTARTATCITIACTICCATIET 3 .

AGCTAATCTATTTCGETTCARRCCCCTECETECICTACGTITCERCEATTTECERATCCC PCR Primers: rbcLa-F/rbcla-R

TAMATCTTATATTARRRCTITICARCETCCACCTCATCCTATCCAACTTCAGACACRATAR |7

S e ] = 2015-03-07 Forward  HSA_AF.abl rbclafF  high
GGGGGACTTGATTITACCAA

CGCTAAGAATTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTICTACGT!
AGATGATGARRATGIGART TCCCRACCATITATSC Sequence Editor  View Trace Files  Download

— Ty ANNOTATION
% 0 m Comments @  Associated Tags: No Tags

\dentify Sequence Using:

Full Database

Sequence: 199 residues

LTYYTFDYETKDIDILAAFRVIPQPGVPPEEAGAAVAAE SSTGIWITVWIDGLT SLDRYE
GRCYHIEPVAGEENGY IAYVAYPLDLFEEGSVIRMETS IVGNVEGFFALRALRLEDLRIFP
RSYIKTFQGPPHGT RDELNEYGR! SARNYGRAVYECLRGGLDETE
DDENVNSQPERMY

Figura 19. Cédigo de barras para P. piscipula con ITS2 y rbcL.
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IDENTIFIERS PHOTOGRAPHS

Sample D H4A it

Process ID: QUNAMOO4-15 ﬁm{,];.u

Institution Storing Universidad Nacional Autonoma de Mexico hr“‘-..'

Field ID: MEXU989709

Museum ID: MEXU

Collection Code:
wowr

Identification Turbina corymbosa (L Raf.)

Rank. Species

dentifier

Identification Method:

dentifler Insfitution

Identifier Email.

Taxonomy hote: HERBACEA DE FLOR AZUL

Rank Current Record

(H4A)

Bhylum Magnoliophyla

Class. Magnoliopsida

Eamily: Convolvulaceae ‘

Subfamiy |

Genus: Turbina :

Species Turbing corymbosa i
SPECIMENDEWLS

Figura 20. Hoja de identificacion de T. corymbosa.
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Sample D Héa
Process ID: QUNAMDDS-15
Identification: Turbina corymbosa

SEQUENCE DATA

Genbank Accession: ] 199
TansiionVatic /A~ NONCODING NARKER T
Last Updated: 20150516

Cloar sequence || Edie sequence |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

T el

TECGECCCEARGCCETCAGECOEAGEECACETCTGCCTEEECETCACCCATOECETCECCC

T e TCE o2 SeqUENCING RUNS: Universidad Naclonal Autorona de Mexleo
A T GECECT e EET CEECCT AR A T CCCACTCCT CEECETCEEECETCACEECEACTEETE - :
GITCETACCTIGTECETATETCEICECELCETGTCCCCECCCETCETCTECEEARGARGER RunDate  Direction Trace File Seq Primer Quality
CCCTTEAACTTCCEITCTCEAACGECCCARRGACCECCACCCCACETCAGECEEEACTAL

CCGCTCAGTTTAAGCATATCARTAAGCCCACCARRAGLAACTTACCAGEATTICCCCTAGT FOR Primers: ITS_S2F/ITS_S3R

gmascmccmucaccccnmu TAGARTCEGACGECCCCETCETTCGRATT |J 2015-03-07 Forward H4C_CF.abl ITS_S2F high

naAlaR A(76). G (135),C (135), T (76) Sequence Editor  View Trace Files Download

Ambiguous " aNNOTATION
Characters.
w Comm ents:. Associated Tags: No Tags

¥ BOLDLIMS

Mo Report Found on LIMS.

IDENTIFIERS
Sample O: Has

Process ID: QUNAMDD4-15
dentification: Turbina corymbosa
Genbank Accession:
Tansinonvamc  Standard Code ||||||||||||||||||||||||I||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Last Updated: 2015-05-16
P m—— | — T 0000 00O O
57

. 400
prem— 57265 MR AN M

TIARCTIATTATACTCCAGRGTACGARRCCARACRTACTCATATCTIGECAGCATICCER

T e e eI, eI RO S B NGO GO e ET e

TCTACTEETACATGEACRAACTETCTGEACCEATGEACTTACCAGCCTTEATCGETACARE

ia{a—H.Gl.J.H.J.AOCGCAICGAHLJ.bJ.LAQGGAGMWATIGCITAT@A Run Date  Direction Trace File Seq Primer Quality
GCTTACCCETTRAGACCTITITEARCRAREETTCTICGTTACCARCATETTTACTT CCATTL

CGTAATCTATTTGEETTCARRGCACTCOECECTCTACEICTEEARGATCTACGART oCT FOR Primers: rbclaF/rbelaR

CCEECTTATATTAR AR CTTICGRAGECCCECCTCACGETATCCARGTTCACGAGAGATRRR 2015-03-07 Forward H4A_AF.abl thelaF high

TIGARCARCTATGEICCGTICCTICIATIGECATCTACTATTARRCCGARATIGGGETITATICT
GCTRARR AR CTACGETACACCTIGITATGRARTGICT ICGCEEIGEACTIGATT TTACCARR

GATCATCACARCCGTAARCTCACAACCATTTAT Sequence Editor View Trace Files Download
Compasto; A(157),6133),C (122}, T (160) ANNOTATION
Ambiguous -

Characters: 0 | Comments: . Associated Tags: No Tags

Identify Sequence Usina:

Full Database
Seguence: 199 rosidues

LIYYTPEYETKDTDILARFRVIBQECVEPEEACARVARESSTCIWI TVHIDELTSLDRYE
GRCYRIERVIGEKEQFIAYVAYPLDLFEEGSVINMFTS IVENVECFEALRALRLEDLAEIR
DAY IKIFECPPHEIQVERDKLNEYCRELLGCT IKPKLGLS AKNY GRACYECLRGELDFTE
DDENVNSQEPFX

Figura 21. Cédigo de barras para T. corymbosa con ITS2y rbcL.
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Sample [D.
Process ID:
Institution Storing:
Field 10:
Museum ID:
Collection Code:

Figura 22. Hoja de identificacion de V. dentata.

H2A
QUNAMO02-15

Universidad Nacional Autonoma de Mexico

MEXU851355
MEXU

Viguiera dentata
Species

HIERBA DE 1M CON FLOR AMARILLA
Current Record

Magnolophyta
Magnolopsisa
Aslerales
Asleraceae

Viguiera
Viguiera dentata
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Process ID; QUNANDOZ-15
Identification; Viguigra dentata

oL

52

Genbank Accession: o 149
TansltionMatioc ~ N/A-NON-CODING MARKER KT
Last Updated: 20150516 200 399
ey ||~/ p— D

NUCLEOTIDESEQUENCE =

Sequence: 410 bp

TTGCGCCCGAAGCCATCCGET TGAGGECACGICTGCCTGGECETCACGCATCATGICGECE

CCCACARAGCATGTCTTGTCTIGEEECaaARATTEoTCTCCCCTeCCTATaaTGToeT TC SN CING NS Ve ad el R s Rs e MexiEs

GCCTARATAGGAGTCTCCTCATGAGGEACGCACGACTAGTGCTCCTTGATARGACAGTCE - :
TCTCETEICETECETTITACATICTTCACTCCAGATCATCT TAAAGTACCCCTEGTETCTT RunDate  Direction Trace File SegPrimer Quality
CTCITATCATEATACTTCEATCECCACCOCAGETCACCCEEEACTACCCECTEACTTIAR g pyimmers: TS S2/ITS. 53R
GCATATCAATAAGCGGAGGARAAGAAACTTACAAGGATTCCCTIAGTARCGECGAGCGAR #1752 -

COGEEAACAGCCCACCTICARAATCEEECEECTTTEICETTCEARTTICTA D 2015-03-07 Forward H2C_CF.abl TS_S52F med
Composition: A{00), G(120),C(07), T(103) Sequence Editor View Trace Files Download
e 0 ANNOTATION
Characters:

w Comments: @  Associated Tags: No Tags

SAMPLEREPORT FROMLMS
& BOLDLIMS

No Report Found on LINS.

SEQUENCE DATA

Genbank Accession: 4 =
Tiplisthbae SHAACHse O b
Last Updated: 2015-05-16

e VB0 0 00000 00 0 O S
S 000 0 0 S 0 00

Sequence: 574 bp

AATTIGACTTATTATACTCCTIGAATATGAAACCAAGGATACTGATATCTIGGECAGCATTIC

ACTAACTCCTCAACCTGEACTTCCGCCT GARGAACCAGEACCECACTAGCTOCCEANT SEQUENCING IUNSH URIVErsidSd NEEishal AltaTonade MExEs I
CTITCIACTGETACATGSACRACT CEIIACR _

AACECCEATCCTATGEACTTEAGCCTGTTCCICCAGRACACAATCAATTTATTCCTTATE PunDate Direction Trace File Seq Primer Quality

AGCTTACCCATT. GITIACTICCATIG -
TR CTARTCTATIT Coa T IEARR G CCT CeETEoT CIAC L COARCAT I TELaART G PCR Primers: rbcLaF/rbctaR
CGACTGCGTATGTTARRACTTTCGAGGGICCGCCTCACGGTATCCARGITGARAGAGATA [ 2015-03-07 Forward  H2A_AF.abl thekaF  high
mwﬁwﬁ?mu Sequence Editor View Trace Files Download
G gt AQSS) G (130, €119, T(70) AWNOTATION
re EEESEE) Conmer @  Associred Tags: No'Tags

nti en ing:

Full Database

199 residues

LTYYIPEYETKDTDILAA FRVT PQPCVEPEEACRAVRAARSSTEIWI TVHIDGLISLDAYE
CRCYCLEPVPCEDNQFIAYVAVPLOLFEECSVINMFTSTVERVFGFEALRALATEDTRTD
TAYVEIFEGPPECIQVERDELNRYCR PLLCCTIRPRLCLSARNYCRACYECLRCGELDFTK
DDENVNSQPFX

Figura 23. Cédigo de barras para V. dentata con ITS2 y rbcL.



IDENTIFIERS "PHOTOGRAPHS

Sample 1D: H1A_AF
Process I QUNAMOD1-15
Institution Storing Universidad Nacional Autonoma de Mexico
Field 1D: MEXU974851
Museum D MEXU
Coliection Code:
e |
[dentification: Bursera simaruba (L Sarg.)
Rank. Species
Identifier

dentification Method:

[dentifier Institution:

[dentifier Email:

Taxonomy Note:

Rank Current Record
(H1A_AF

Phylum: Magnoliophyta

Order: Sapindales

Fami Burseraceae

Subfamily;

Species: Bursera simaruba

Youcher Status:

- It
o — 5 atianne
e @cran

il T

SaaTREE

“anecied

Sea sm asgaanema

Figura 24. Hoja de identificacion de B. simaruba.

63



Sample ID: H1A_AF
Process (D QUNAMDD1-15
identification: Bursera simaruba

SEQUENCE DATA

Genbank Accession: i 199
TandationVawix,  Stndard Code P
Last Updated: 2015-04-21

200 399
Clear sequence | i seaqpence 00 A TR LD
TS EhIRCE 400 599
e 04 b AU A

GO0 40
GACTATAARTTGACTTATTATACTCCTGAATATCARACCARAGATACTGATATCTTGGCA ””
GCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGEAGT TCCACCCGAGGARGCGGGEGEECCECEETAGCT
BCEGAATCTTCTACTGGTACATGEACARCTGTGTCERCCEATEECCTTACCAGCCTTGAT
CETTACARAGGACGATGCTACGACATTGAGCCCETTGCIGEAGARGRARATCAATATATA
IGTTATGTAGCTTACCCTITAGACCTTTTIGAAGARGGTTCTGTTACTAACATGITTACT
TCCATTETCEETARTCTATTTECETTCARACCCCTECECECTCTACETCTAGRGEATCTR _
CEARTCCCTCCCGECETATTICTARRRCTTTCCARGECCCTCCECATGEEATCCRARETTGEAR : R . i .
AGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCETCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCTAARTTA RunDate Direction Trace file Sea Primer Quality
CGECTTATCCGCT AN GAACTACGCTAGAGCTGT I TATCARTCTCTACCGIGETGCACTTIGAC PCR Prfmm: rbc.[a-F/rbd-aar
TTTACCARAGATGATCACARCETGAACTCCCAACCATTTATGCETTGEAGEAGAACEETT

TTCA [7] 2015-03-07 Forward  HIA_AF.abl rbcla-F  high
ition: A(166),G (139}, C(131), T(168) Sequence Editor View Trace Files = Download
Anbiquous 0 ANNOTATION
Characters:
Sample ID: H1A_AF
rocess I0; QUNAMDD1-15
Identification: Bursera simaruba

SEQUENCE DATA

Genbank Accession:

1 198
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Figura 25. Cédigo de barras para B. simaruba con rbcL y matK.
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7.4. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

Los alineamientos en BLAST mostraron que los datos de las secuencias correspondian con los
genes de interés, evidenciando que los oligonucleétidos utilizados amplifican las regiones
publicadas para éstos, ademas nos permite conocer que la secuencia no contiene contaminantes
con otras secuencias genéticas distintas a las que se busco amplificar.

La reconstruccion de los arboles filogenéticos se realizd de manera independiente para cada
secuencia, lo que nos permitié establecer asociaciones filogenéticas de las especies objeto de
investigacion. Se incluyeron en la misma construcciéon las secuencias obtenidas de los
especimenes de herbario y las provenientes de las muestras colectadas en campo para cada
marcador. En la Tabla 11 se muestra la identificacion que se asignd a cada muestra y por la cual

puede ser reconocida al observar la construccion filogenética.

Tabla 11. Identificacion asignada para cada especie

Especie Marcador Identificacion Identificacion

Muestras herbario Muestra campo

B. simaruba rbel H1A_AF MEXU 974851  C1A_FR CAMPO

matK H1B_BF MEXU 974851 C1B_FR CAMPO

V. dentata rbeL H2A_AF MEXU 851355 C2A_FR CAMPO
ITS2 H2C_CF MEXU 851355 C2C_FR CAMPO
G. floribundum rbel H3A_AF MEXU 832126  C3A_FR CAMPO

matK H3B_BF MEXU 832126  C3B_FR CAMPO

T. corymbosa rbeL H4A_AF MEXU 989709  --
ITS2 H4C_CF MEXU 989709  --
P. piscipula rbeL H5A_ AF MEXU 936590 C5A_FR COLECTA

ITS2 H5C_CF MEXU 936590  ---
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Lysiloma latisiliquum rbeL LL_FR COLECTA

En la construccion filogenética realizada con el objeto de analizar a la especie previamente
identificada como B. simaruba, se utilizaron secuencias de géneros diferentes, todas ellas de la
familia Burseraceae. Las secuencias correspondientes a los genes rbcL y matK, agrupan a
nuestras muestras dentro del género Bursera, sin embargo solo rbcL fue capaz de separar a la
especie B. simaruba de otras del mismo género, en el caso de matK, discrimina entre géneros,

pero no realiza una discriminacion evidente a nivel especie (Figuras 26 y 27).

Bursera_simaruba_GU246028
Bursera_hindsiana_GU246025 o
Bursera_permollis_JQ590972 B b b L
Bursera_permollis_JQ590973 ur S er a SI m ar u a r C
Bursera_permollis_JQ590974
Bursera_simaruba_JQ590978

Bursera_simaruba_JQ590979 ( Ch a ka h )
Bursera_simaruba_JQ590980
Bursera_simaruba_JQ590981

Bursera_simaruba_JQ590982
Butsera_simaruba_JQ590983

W
'sera_simaruba_H1A_AF MEXU 07485

C1A FR CAMPO

Bursera_tomentosa_.
Bursera_tomentosa_JQ5
Bursera_tomentosa_JQS
Bursera_tecomaca_FJ466625
Bursera_cuneata_GU246024
Bursera_bifiora_GU246023

Bursera_lancifolia_GU246026
Crepidospermum_g _GU246032
Protium_madagascariense_FJ466643
Protium_guianense_GU246041
Protium_serratum_GU246042
Protium_copal_GU246040
Protium_gallicum_FJ037978
Tetragastris_altissima_GU246044
Uacryodés_kianeana_ /96566
Santina_apiculata_FJ466644
Dacryodes_excelsa_GU246036

Trattinnickia_glazioyii_FJ466646

ITmnnmck‘a_domeva:ao_GUZJSM j|

Dacryodes_rostrata_GU246037
Garuga_flonbunda_JF739035
Boswellia_sacra_GU246022

Boswellia_npglecta_GU246021
Santina_trimera_GU246043 }

o Dacryodes_rugosa_GU246038
Dacryodes_buettnen_GU246033
Dacryodes_buettnen_FN796567 :|
Cananum_whiter_FJ466641

| Cananum_| _FJ466639
| Cananum_acutifolium_FJ976124

Santiria_grifithii_FJ466645

Dacryodes_edulis_GU246035

Canarium_muelleri_GU246029

Canarium_zeylanicum_KF521882

Haplolobus_floribunda_JF738721

Triomma_malaccensis_GU246046

Beiselia_mexicana_GU246019

Beiselia_mexicana_AJ402925

Commiphora_falcata_GU246030

| C _odulis_FJ466630
| G 1 139276
Bursera_inag 101890
—
0002

Figura 26. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Burseraceae
con el marcador rbcL. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie B. simaruba fueron
utilizados para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando el gen
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rbcL. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen mas de una
especie. Escala 0.002
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Figura 27. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Burseraceae
con el marcador matK. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie B. simaruba fueron
utilizados para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando el gen
matK. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen mas de una
especie. Escala 0.005

Se muestra la reconstruccion filogenética para V. dentata, para la cual, en el caso de rbcL no se
cuentan con secuencias disponibles de la misma especie en Genebank. Es de resaltar la

cercania con el género Helianthus sp, correspondiente a lo observado en BLAST donde la

secuencia tanto de colecta como de herbario muestran un alto porcentaje de identidad con éste
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género. Sin embargo, en el arbol, no se encuentran agrupadas en el mismo clado, lo que puede
deberse a la falta de dichas secuencias para Viguiera; esta observacion se apoya con los
resultados observados para ITS2, donde la secuencia del espécimen de herbario se encuentra
en el mismo clado que otras secuencias de la especie V. dentata, diferente a la secuencia de
colecta que se encuentra agrupada muy cercana a secuencias del género Viguiera, pero no en el
mismo clado que las especie V. dentata. Esto puede explicarse por la gran divergencia que
presentan las secuencias de ITS2 permitiendo una mejor resolucién para la muestra de campo
utilizando este marcador cuando existan secuencias de la especie de interés en el banco de
genes. ITS2 ha mostrado ser un marcador molecular que, en plantas, presenta un alto grado de
resolucion en especies cercanas®. Adicionalmente, estudios de barcoding en la familia
Asteraceae, a la cual pertenece V. dentata, demostraron que ITS2 generé mejores resultados en
la discriminacion a nivel especie en comparacion con otros marcadores, entre ellos rbcl y
matK®4. Lo anterior, apoyado por nuestrso resultados, puede indicar que particularmente en esta
familia, ITS2 ofrece una mejor discriminacion, resolviendo taxonimicamente mas alla del género.

(Figuras 28 y 29).
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Figura 28. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Asterceae con
el marcador rbcL. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie V. dentata fueron

utilizados para la construccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando el gen

rbcL . Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen mas de una

especie. Escala 0.002.
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Figura 29. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Asterceae con
el marcador ITS2. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie V. dentata fueron utilizados
para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando la regién nuclear
ribosomal ITS2. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen
mas de una especie. Escala 0.2.

Las secuencias del gen rbcL de las muestras identificadas como G. floribundum se ubican muy
cercanas a otra secuencia de la misma especie. Sin embargo sélo existe una secuencia
disponible en el banco de genes (Figura 30). En el caso de matK no existen secuencias
disponibles en GenBank para el género Gymnopodium. Sin embargo, las secuencias generadas

en este trabajo para Gymnopodium no se encuentran agrupada como pertenecientes a un

género distinto al de previa identificacion (Figura 31).
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Figura 30. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Polygonaceae
con el marcador rbcL. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie G. floribundum fueron
utilizados para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando el gen
rbcL. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen mas de una

especie. Escala 0.002.

71



Coccoloba_pubescens KJ012625 i

Eoccalngaﬁc&o‘slach}fﬂ I?%%I?S?d Gy mnOPOdi um matk
occaloba_pyriola | :

Coccoloba_tenuifolia_KJ012535 ﬂOf' Jbundum

Coccaloba_ifera KJ012536 pictps

Coccaloba_diversiola FIGGT40 (Ts'its'ilche)

Coccoloba krugii_KJ072623

Coceoloba sinfenisii KJ012531
Coccoloba venosa KJ012537

Coccoloba_rugosa KJ012530

Coccoloba_swartzii_KJ012534

Coccoloba_costata KJ012520

Ruprechtia_costata JQ588855

Triplaris_cumingiana KJ012812
Ruprechtiasalicifolia JF495753
Ruprechtia_coriaceg AY042648
Ruprec

Fl i
F3B_BF MEXU832126
CIBFR CAMPO

Eriogonum_panshii KC977548
Eriogonum _elegans KCOT7552
Eniogonum_inflatum_KC977536
Eriogonum_brachypodum KC377553
{—— Eriogonum_microfhecum KCS77549
|__——— Eniogonum trichopes RC877517
Eroganum_wrightii_KCITTo47
Eriogonum_grande KC977521
Eriogonum_dandsomi_KCS77522
Eriogonum_ovalfolium KC977550
Euoiunm\._mgantau‘n KCaT7520
Chorizanthe_palmer KCA77518
Cherizanthe_fimbriata_KC977539
Chorizanthe_polygonoides KC377540
\Chuﬂzsmhe_brew:umu_KCE‘TTﬁ5

sical 959
gittata_KJ840
— Fallopia_multilora_JN847980
L Fallopia_multifiora_JN847978

Oxyria_sinensis KJ159023 }

ﬂnensis){lw%ﬁ
Obtyria_digynaKCATS055

Rumex_crispus_KJB40991
Rumex_obtusifalius_KJB40993
Rumex_occidentalis_KC475697
Rumex_{riangulivahis KCATS700
Rumex_sthiricus_KC475698

Figura 31. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Polygonaceae
con el marcador matK. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie G. floribundum fueron
utilizados para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando el gen
matK. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen mas de una

especie. Scale bar 0.01

En el caso particular de la muestra identificada como T. corymbosa (Unicamente con secuencia
de espécimen de herbario) ninguno de los dos marcadores utilizados (rbcL e ITS2) agruparon a
las secuencias dentro del género Turbina sp, incluso cuando se dispone de secuencias a nivel
especie, lo cual podria indicar una incorrecta identificacion taxonémica generada a partir de

caracteres morfolégicos o un error en el muestreo (Figuras 32 y 33).
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Figura 32. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Convolvulaceae
con el marcador rbcL. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie Turbina corumbosa
fueron utilizados para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando
el gen rbcL. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen mas

de una especie. Escala 0.002.
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Figura 33. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Convolvulaceae
con el marcador ITS2. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie Turbina corumbosa
fueron utilizados para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando
la regién nuclear ribosomal ITS2. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos
clados contienen mas de una especie. Escala 0.002

Las Figuras 34 y 35 muestran a las secuencias del gen rbcL y de la regidén nuclear ribosomal
ITS2 respectivamente correspondientes a la muestra de P. piscipula. Estos marcadores agrupan
a la muestra de herbario dentro de la misma especie identificada previamente mediante
taxonomia clasica, indicando que ambos son eficaces en la discriminacion de esta especie.Para
la muestra de campo donde solo se obtuvo la secuencia del producto de amplificacion de rbcL
se puede observar a dicha secuencia en el mismo clado y muy cercana a la secuencia de

herbario, dado que para esta ultima se corrobor6 la identificacién mediante los dos marcadores,

podemos decir que la muestra de campo corresponde a P. piscipula.

74



Piscidia piscipula rbcl
(Ha'abin)

is KFH4TAET }

HiAAF MEXU 936590
GAR CAMPO

i3

Figura 34. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Fabaceae con el
marcador rbcL. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie P. piscipula fueron utilizados
para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando el gen rbcL. Los

géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen mas de una especie.
Escala 0.005.
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Figura 35. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Fabaceae con el
marcador ITS2. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie P. piscipula fueron utilizados
para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando la region nuclear
ribosomal ITS2. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos clados contienen

mas de una especie. Escala 0.02

Para la especie L. latisiliquum para la cual solo se contd con una secuencia de rbcL de la

muestra de campo, se puede observar en la reconstruccién filogenética que dicha secuencia se

ubica en el mismo clado que las secuencias del género Lysiloma, sin embargo no existen

secuencias reportadas en el banco de genes para la especie de interés (Figura 36).
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Figura 36. Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Fabaceae con el
marcador rbcL. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie L. latisiliquum fueron
utilizados para la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando la
secuencia parcial del gen rbcL. Los géneros se encuentran agrupados por colores, algunos
clados contienen mas de una especie. Escala 0.002.

Finalmente, con el objetivo de determinar si el uso de marcadores concatenados contribuia a una
mejor resolucion en la identificacion, se utilizaron aquellas secuencias disponibles en el banco de
genes que contaran con al menos dos marcadores para el mismo numero de voucher, lo que
limit6 el nimero de secuencias radicalmente y solo fue posible realizarlo para B. simaruba
obteniendo la misma identificacion arrojada al usar los marcadores individuales (Anexo 2).

Para las secuencias a partir de especimenes de herbario, se confirmd la identificacion
taxonémica de tres especies, B. simaruba (rbcL, matK), V. dentata (ITS2), y P. piscipula (rbcL e
ITS2), sin embargo la disponibilidad de secuencias en los bancos de genes limit6 en gran
medida la construccion filogenética, como en el caso de G. floribundum, donde solo se encuentra
disponible una secuencia para rbcL. En el caso de T. corymbosa, a pesar de contar con

secuencias para ambos marcadores (rbcL e 1TS2), la identificacion mediante los marcadores

ubico al espécimen relacionado filogenéticamete con Jaquemontia mexicana. En todos los casos
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se confirm6 la identificacién a nivel familia y en aquellos donde se pudo identificar a nivel género
también se confirmd especie, excepto para G. floribundum (rbcL) (Tabla 12). En el caso de las
secuencias obtenidas de muestras de campo, aquellas que buscaban ser identificadas como B.
simaruba, G. floribundumy P. piscipula se observaron agrupadas muy cercanas a las secuencias
de herbario. En el caso de la V. dentata solo se agrupd cercana a la secuencia de herbario la
correspondiente a rbcL y para L. latisiliquum se observé agrupada con otras del género. Sin
embargo no hay secuencias reportadas para rbcL.

Tabla 12. Resumen de confirmacion de identidad mediante secuencia

B. G. V. dentata P. piscipula T. L
floribundum latisiliquum

simaruba corymbosa

Marcador rbocL matKk rbcL matk* rbcL* ITS2 rbcL ITS2 rbcL  ITS2 rbcl*

%ldentidad 99% 99% 99% 99%  99% 99% 100% 99% 100% 98% 100%
Familia si si si si si si si si si s si
Género sSi si s NO NO S S Si NO NO Si
Especie Si si NO NO NO Si S Si NO NO NO

Confirmado  Si S NO NO* NO* Si S S NO NO NO*
anivel
especie

*Sin secuencias reportadas en GenBank

Con todo esto, podemos resumir que de las seis especies de estudio, se llegd a la confirmacion
de la identidad en tres de ellas mediante uno o dos marcadores y posiblemente la falta de
secuencias disponibles fue un factor que limitd la identificacion de las especies restantes,

excepto en el caso de T. corymbosa.

78



7.5. DISTANCIA INTER E INTRA ESPECIFICA: ANALISIS GAP

Se realizé el andlisis GAP de variabilidad inter e intra especifica con la finalidad de designar la
combinacion de marcadores que mejor discriminan a nivel especie en las plantas de estudio.

Un cédigo de barras ideal presenta una variacion intra especifica pequefia, generando un gap
adecuado para poder distinguir entre especies (Figura 37 A), mientras que un gap pequefo
indica un mayor grado de sobrelapamiento entre variaciones intra e inter especificas y puede
resultar problematico en la identificacion de especies; cuando se utilizan las medias de las
distancias entre los taxones para calcular el gap, el sobrelapamiento indica que un individuo del
taxon 2 (amarillo) puede ser incorrectamente identificado como mimbro del taxon 1 (rojo)®

(Figura 37 B).

Intraspecific

i |

INnterspecific

barcoding “gap”

.
Genetic distance

overlap

Genetic distance

P>

Figura 37. Representacion grafica del barcoding gap. A) Gap ideal muestra distrancias intra
especificas pequefias. B) Gap pequefio con sobrelapamiento entre distancias intra e iter
especificas. (Adaptado de Meyer y Paulay 2005)

En las Figuras 38 a 42 se muestra el anélisis GAP para las especies a las que se les genero el

codigo de barras. El andlisis se realizd a partir de los alineamientos utilizados para las

reconstrucciones filogenéticas mostradas anteriormente.
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Figura 38. Analisis GAP para B. simaruba. A) matK B) rbcL. Rojo distancia intra especifica.
Amarillo distancia inter especifica.

A B

Gymnopodium floribundum rbel Gymnopodium floribundum matK

W intra

W intra
O inter

O inter

Density
LIEISILy

genetic distance genetic distance

Figura 39. Analisis GAP para G. floribundum. A) rbcL B) matK. Rojo distancia intra especifica.
Amarillo distancia inter especifica.
A B
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Figura 40. Andlisis GAP para P. piscipula. A) rbcL B) ITS2. Rojo distancia intra especifica.

Amarillo distancia inter especifica.
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Figura 41. Analisis GAP para T. corymbosa. A) rbcL B) ITS2. Rojo distancia intra especifica.

Amarillo distancia inter especifica.
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Figura 42. Analisis GAP para V. dentata. A) rbcL B) ITS2. Rojo distancia intra especifica.
Amarillo distancia inter especifica.

De acuerdo con el andlisis GAP, matK ofrece una mejor discriminacion para B. simaruba, rbcL
para G. floribundum'y T. corymbosa e ITS2 para P. piscipula y V. dentata, lo aterior tomando en
cuenta aquellas curvas que presentaran distribuciones inter e intra especificas con menor grado
de sobrelapamiento, asi como densidades mejor definidas y curvas mas cercanas al patron de
normalidad. En el caso de patrones semejantes, también se tomé como criterio aquellos
marcadores que resultaron mas sencillos de amplificar en PCR.

A partir de los resultados de este analisis se decidié utilizar a los marcadores rbcL e ITS2 para

realizar el mapeo de la diversidad floral en miel.
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7.6. MAPEO DE DIVERSIDAD FLORAL EN MIEL

Una vez realizada la ligacion de los productos de amplificacion de ITS2 y rbcl a partir de la
mezcla de DNA de polen de miel en el vecor de clonacion y transformado en E.coli DH5a
competentes, se realizd una seleccion aleatoria de clonas postitivas (aquellas con el inserto de
interés). Cada clona fue sometida a PCR con oligonuclettidos especificos para el marcador
seleccionado. En la Figura 43 se muestra la comprobacion de la amplificacién del inserto de
interés (rbcL o ITS2) a partir del DNA plasmidico extraido de las clonas seleccionadas en el
analisis. Unicamente aquellas clonas en las cuales se observo el producto de amplificacion

fueron utilizadas.

— L
1kb DNA rbcL Neg 1Kb DNAITS Neg

Figura 43. Amplificacién de la secuencia de rbcL e ITS2 a partir de DNA plasmidico.
Separacion electroforética en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio del marcador de
peso molecular 1Kb, DNA plasmidico de clonas con el inserto rbcL, del producto de amplificacion
para rbcL 640pb. Neg Control Negativo, MW 1 Kb, del DNA plasmidico de clonas con el inserto
ITS2 y del producto de amplificacion para 1TS2 492 pb. Neg Control Negativo.
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Para las secuencias obtenidas tanto de rbcL como de ITS2 a partir de las clonas seleccionadas
se realizd BLAST con la finalidad de identificar que las secuencias obtenidas correspondieran al
gen de interés, asi como para determinar las especies con las que el alineamiento mostrara un
mayor porcentaje de identidad. Una vez realizado el BLAST a cada una de las clonas, se
agruparon a aquellas que compartian una identidad muy elevada, generando asi los MOTUs
(Tabla 14). Con cada MOTU se realizd nuevamente BLAST y se generaron construcciones
filogenéticas a partir de alineamientos que incluyeron a la secuencia representante de cada
MOTU, las especies cercanas en BLAST vy los cddigos de barra biologicos generados en este
trabajo (Figuras 44 y 45).

Para las secuencias obtenidas de rbcL, se identifico mediante BLAST la presencia de nueve
especies diferentes con una identidad por arriba del 90% para cada una de ellas, mientras que
para ITS2, se observo la presencia de cinco especies diferentes con una identidad que para
algunos MOTU no supera el 90%.

En la Tabla 13 se muestra un resumen de la identificacion de las secuencias de cada MOTU

con el inserto para rbcL y para ITS2 mediante BLAST.

Tabla 13. Identificacion molecular de especies florales a partir de polen residual de miel de

Apis melifera de una mezcla de mieles de la Peninsula de Yucatan.

Identificacion molecular mediante rbcL Identificacion molecular mediante ITS2

Planta MOTU (n Especies contra  ID% Planta MOTU (n  [Especies contra (ID%
identificada  colonas) base de datos identificada colonas) [|base de datos de
de referencia referencia
Manihot 5 Manihot sculenta ~ 100% | Abutilon indicum 13 Abutilon indicum | 90%
sculenta
100%
Abutilon 4 Abutilon 99% |Ricinus communis 5 Ricinus communis| 86%
theophrasti theophrasti
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Zea mays Zea mays 99% Crotalaria sp Crotalaria 99%
emirnensis
Inga sp Inga sp 99% V. dentata V. dentata 99%
Archidendron 99%
hirsutum
G. Coccolba 97%
floribundum swartzii
Coccolba
swartzii
Citrus Citrus 99%
aurantifolia aurantifolia
Crotalaria sp Crotalaria sp 99%
V. dentata Helianthus annus ~ 99%
P. piscipula Millettia pinnata 99%

Una vez que se realizd la construccion filogenética con los MOTU de rbclL, utilizando las

secuencias identificadas mediante BLAST vy las secuencias con las cuales se generaron los

codigos de barras biologicos (H1A_ AF MEXU 974851, H2A_AF 851355, H3A_ AF 832126,

H4A_AF 989709, H5A_936590), se observaron nueve especies, tres de las cuales se encuentran

muy cercanas a las secuencias del cddigo de barras para V. dentata, G. floribundum 'y P.

piscipula.

Se muestra la reconstruccion filogenética por Maximum Likelihood para el alineamiento de las

secuencias de rbcL (Figura 44)
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Figura 44. Visualizacion de la especie mas cercana a los MOTUs con el inserto de rbcL.
Géneros filogenéticamente cercanos a los MOTUs con el inserto de rbcL fueron utilizados para
la reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando el gen rbcL. Escala

0.002.

En el caso de ITS2, la reconstruccion filogenética realizada a partir del alineamiento con las
secuencias que mayor cercania mostraron en BLAST y con aquellas con las cuales se generaron
los cddigos de barras moleculares para ITS (H2C_CF 851355, H4C_CF 989709, H5C_CF
se observé cercania filogenética de los MOTUs con cuatro especies. EI MOTU con

936590),
mayor cantidad de clonas para la especie Abutilon indicum y uno de ellos agrupado en el mismo

clado con la secuencia correspondiente a V. dentata H2C_CF 851355.
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Figura 45. Visualizacién de la especie mas cercana a los MOTU con el inserto de ITS2.
Géneros filogenéticamente cercanos a los MOTUs con el inserto de ITS fueron utilizados para la
reconstruccion filogenética por el método Maximum Likelihood utilizando la regiéon nuclear
ribosomal ITS. Escala 0.002.
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8. DISCUSION

Desde su implementacion en 2003%. los codigos de barras bioldgicos han tomado suma
relevancia durante la Ultima década como herramienta taxondmica molecular en estudios
dirigidos a la conservacion de especies.- a pesar de que la utilizacion de marcadores moleculares
no es una técnica reciente en la identificacion de especies®. Dentro de las aplicaciones que han
sido atribuidas a la utilizacion de codigos de barras biologicos, tales como la identificacion
taxondémica de especies, entre ellas plantas 3!, aun existen controversias por parte de algunos
grupos de trabajo sobre la utilizacién de dicha herramienta en la certeza de la identificacion®’.
Los objetivos de este trabajo fueron utilizar los cddigos de barras biologicos como método de
identificacion de especies florales de importancia en la produccidn de miel, por una parte generar
codigos de barras para especies florales que se destacan por su participacion en la produccion
de polen y néctar en mieles Peninsulares y por otro lado utilizar marcadores utilizados en la
generacion de codigos de barras para realizar la identificacion de la diversidad floral de la miel.
Se han descrito un gran nimero de especies plantas de importancia melifera en la Peninsula de
Yucatan, una de las regiones apicultoras mas importantes de nuestro pais; la identificacion de
estas especies se ha realizado a través de taxonomia clasica, utilizando, entre otros, pardmetros
morfométricos 6. La identificacién a través del enfoque por taxonomia clasica, también llamada
taxonomia integrativa, requiere de la participacién de un taxénomo especialista, ademas de un
ejemplar que posea los caracteres que permitan identificarlo, por lo que se dificulta en algunos
casos dicha identificacion; otra situacién de importancia es la recolecta de ejemplares para la
investigacion cientifica, la cual en México se encuentra regulada por SEMARNAT a través de la
Ley General de Equilibrio Ecolégico y Proteccion al ambiente LGEEPA y es quién otorga los
permisos para realizar actividades de colecta, mismos que requieren del proceso administrativo
pertinente para su expedicion, haciendo en algunos casos poco factible llevar a cabo el

muestreo®. Los codigos de barras biologicos ofrecen entonces, la posibilidad de la identificacién
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sin la necesidad de contar todo el tiempo de un especialista, de la identificacion de ejemplares
con caracteres poco definidos, incluso aquellos albergados en museos, donde se puede
aprovechar el repositorio de los mismos aliviando el problema de la colecta.

Este trabajo contribuy con la generacion de 5 codigos de barras bioldgicos para 5 especies de
plantas meliferas reportadas por CONABIO como aquellas con mayor representatividad en miel
(B. simaruba, V. dentata, G. floribundum, T. corymbosa y P. piscipula)?, dichas plantas fueron
obtenidas todas ellas del herbario Nacional MEXU. La identificacion se realiz6 utilizando una
combinacion de al menos dos marcadores para cada una de las plantas de estudio.

En el enfoque molecular no se ha generado suficiente informacién de las secuencias de las
plantas mencionadas, especificamente en el contexto de la generacién de codigos de barras
bioldgicos, las secuencias correspondientes a marcadores moleculares utilizados para dicho
propdsito no superan el 30% en el portal BOLDsystems o el 40% en GenBank.

Se ha documentado la utilizacion de ejemplares de museo para ser utilizados como muestras
adecuadas para la generacion de cddigos de barras bioldgicos 29 6. 70; dentro de las funciones
de un herbario se destaca su aporte a la investigacion, permitiendo utilizar el material albergado
en las colecciones para estudios moleculares, entre otros. Los especimenes de herbario
utilizados en esta investigacion tienen un periodo de herborizacion de aproximadamente 20
afos, por lo que el DNA present6 degradacion al ser observado en geles de agarosa. Se conoce
que la concentracién y la integridad del DNA se encuentran inversamente relacionados a la edad
del espécimen 70 (Figura 3), sin embargo, fue posible amplificar el DNA en reacciones de PCR,
asi como tener una calidad de secuenciacion de media a alta para todas las muestras. Los
codigos de barras utilizan regiones cortas como marcadores moleculares, permitiendo trabajar
con muestras de DNA que presentan degradacion 70, aplicable a muestras aun después de
varios afios de colecta. Ya que la colecta en campo se ha visto disminuida, es pertinente

considerar a los especimenes de herbario como una fuente de material de facil acceso
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disponible a los investigadores y que permita incrementar los repositorios de secuencias
genéticas de especies de plantas o animales, llevando consigo un mejor entendimiento de la
biodiversidad™.

Tarea nada trivial resulta la seleccion de los marcadores moleculares que serén utilizados para la
generacion de los codigos de barras bioldgicos’2. A diferencia del barcoding en animales, el cual
utiliza el marcador COlI, en plantas éste ha demostrado tener baja variabilidad dificultando la
discriminacion entre especies. Asimismo, CBOL propone la utilizaciéon de por lo menos dos
marcadores para lograr una mayor certeza de la especie identificada 4. Algunos estudios
sefialan la importancia de la utilizacién de un marcador proveniente de cloroplasto y otro
correspondiente a una region intergénica, por lo cual en este trabajo partimos de la utilizacion de
rbcL y matK sefialados como los mejores candidatos por el CBOL Plant Working group asi como
de la regién nuclear ribosomal ITS2, propuesta por varios autores como la siguiente eleccion
después de los anteriores para la discriminacion de especies, debido a su facil amplificacion y
buen éxito de amplificacion 46.

Nuestros resultados evidencian a rbcL como un marcador de facil amplificacion para todas las
especies estudiadas, ya fueran herborizadas o de colecta reciente (Figuras 4A y 4B) mientras
que matK e ITS2 no pudieron ser amplificados en algunas muestras. Lo anterior es apoyado por
investigaciones del grupo del Dr Kress que sefialan que matK presenta un bajo grado de éxito
durante la amplificacion 4251, Este hecho excluye como factor la cantidad o la calidad del DNA,
ya que existen reportes que al igual que en este trabajo, una muestra particular puede presentar
amplificacién con rbcL y ser negativa con matK 73(Figuras 5 y 6). Lo anterior puede resolverse
utilizando distintos disefios de oligonucleotidos para matK, lo cual en algunos casos ha resulto el
problema de la amplificacion’. Sin embargo en el caso particular de nuestro trabajo, la cantidad

de templado no permitié realizar esos experimentos, pero se consiguio la amplificacion de al
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menos dos marcadores por planta estudiada, suficiente para generar los codigos de barras
moleculares.

Una vez obtenidas las secuencias, las cuales mostraron tener la calidad aceptable para ser
ingresados al portal BOLD, se obtuvieron los cddigos de barras para las cinco especies de
herbario, lo cual no fue posible para las muestras de colecta reciente debido a la falta de datos
de colecta.

Este trabajo contribuyé con la generacion de cddigos con calidad alta en nueve de diez
marcadores utilizados y con la informacion completa para cada uno de ellos (Figuras 8 a 19). El
portal BOLD se ofrece como una herramienta de facil uso, de acceso publico y gratuito, dentro
del cual no solo se resguardan secuencias, sino que es posible realizar la edicion de las
mismas, construcciones filogenéticas y analisis de marcadores. Dentro de los requisitos que
marca para la generacion de los cddigos de barras se encuentra el que el usuario ingrese toda la
informacién requerida en el portal (imagenes, datos geograficos y de colecta). Sin embargo es
posible encontrar que algunos codigos de barras contienen informacién incompleta y secuencias
con gran numero de gaps, codones de paro, o pobre calidad de secuenciacion. Por ultimo, un
repositorio de secuencias publicas, como BOLD, necesita replantear las condiciones bajo las
cuales dichos datos pueden ser consultados publicamente, con la finalidad que otros
investigadores accedan a informacién completa y secuencias con la suficiente calidad para ser
utilizadas en sus estudios.

Se realizaron reconstrucciones filogenéticas con la finalidad de corroborar la informacion
taxondémica descrita previamente en el caso de los ejemplares de herbario y de la identificacion
de las especies de muestras de colecta reciente, las cuales no contaban con descripcion por
parte de un taxénomo. A partir de éste analisis se confirmé la identificacién taxondmica a nivel
especie de tres de las cinco especies de herbario (Tabla 12). Sin embargo la falta de secuencias

disponibles en los bancos de genes presentd una limitante para especies como G. floribundum
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con una sola secuencia para el marcador matK, V. dentata que Unicamente tiene secuencias
para ITS2 y L. latisiliquum que no tiene secuencias reportadas para rcbL cuestion que ha sido
abordada en otros estudios, por lo que resulta necesario incrementar la cantidad de secuencias
disponibles en los bancos de genes con la finalidad de poder realizar identificaciones precisas’.
Un ejemplo de ello es la base de datos BOLD cuya proporcién de secuencias reportadas varia
considerablemente en numero dentro de poblaciones de una especie particular pudiendo generar
identificaciones imprecisas, debido a que aquellos individuos seleccionados para representar
diferentes taxa no cubren la mayor parte de la variabilidad molecular existente. En este sentido la
utilizacion de estos marcadores se limita Unicamente a agrupar a la muestra de estudio dentro de
un clado de secuencias similares de DNA'E,

Durante el andlisis de las secuencias se encontr6 que la muestra correspondiente a T.
corymbosa presento una relacion filogenética mas cercana a la especie Jaquemontia mexicana,
a pesar de contar con suficientes secuencias de Turbina para hacer el analisis. Este hallazgo
puede atribuirse al muestreo, ya que el herbario como parte de una coleccién cientifica, exhibe
sus ejemplares sin mutilaciones, debido a lo anterior solo pueden extraerse muestras que se
hayan desprendido del ejemplar montado a través de la manipulacién o el tiempo. Lo anterior se
refleja como una limitante el el uso de muestras herborizadas y que nos conduce a pensar que a
partir de la dicha manipulacién durante muestreos previos, la hoja obtenida probablemente no
corresponde con el ejemplar seleccionado. Podemos hacer este tipo de conjeturas debido al
enfoque que seguimos para la generacion de los codigos de barras; gran parte de la controversia
sobre su utilizacion estan ligadas al método de identificacion. El fenémeno de cddigo de barras
implica dos diferentes enfoques de discriminacion: sensu stricto, en el cual se busca diferenciar y
no definir una entidad taxondmica, similar a una clave sistematica y sensu lato cuyo enfoque esta
basado en la integracion taxonomica para la representacion del mundo vivo’”. Bajo esos

preceptos, en esta parte de la investigacion, partimos de una identificacion taxonomica clasica
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previamente otorgada (estricta o empirica), buscando la confirmacion de la misma mediante los
marcadores moleculares (sensu lato), diferente al caso de las muestras colectadas en campo
donde el enfoque de identificacion fue distinto, pero que para fines de este trabajo fue de utilidad
para tener un mayor numero de secuencias para realizar los analisis asi como para documentar
el hecho que estas especies son de conocimiento tradicional por la comunidad local y que logran
identificarlas a través del empirismo que les ha otorgado la coexistencia con estas especies. Sin
embargo, en este punto es necesario resaltar el uso de los codigos de barras como una
herramienta de apoyo a la taxonomia clasica, siendo claros los ejemplos de herbario donde solo
se busco la confirmacién de la especie, no asi con las muestras de campo donde no podemos
llegar a una confirmacion certera de la especie sin recurrir a los datos proporcionados mediante
taxonomia clésica.

En este sentido, contar con una fuente importante de secuencias disponibles y con una filogenia
claramente descrita del organismo a identificar permitira tener mayor certeza de la identificacion
mediante cddigos de barras biolégicos. Sin embargo, esta herramienta seguira intimamente
ralacionada a la taxonomia clésica. La integracion de datos morfoldgicos, ecoldgicos, fisiologicos
y moleculares incluyendo a los cddigos de barras moleculares contribuirdn de manera
significativa a contar con descripciones completas y precisas de un taxa particular 7. 75,

A través del andlisis de variabilidad inter e intra especifica pudimos determinar que para las
especies objeto de estudio fueron rbcL e ITS2 aquellos que mejor lograron discriminar a nivel
especie, ademas de ser los marcadores con mayor éxito de amplificacién en nuestro estudio;
para el caso de rbcl ya se ha documentado que puede funcionar como un marcador central con
suficiente variacion para discriminar entre especies’8. Con un marcador ideal la variacién inter
especifica excedera a la intra especifica generando un gap aparente que permita identificar
especies con un bajo rango de error’®, este caso ocurre con mas frecuencia en animales que en

plantas, donde tipicamente se observa un mayor grado de sobrelapamiento en las distancias;
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aunque tanto animales como plantas presentan distancias genéticas intra-inter especificas
variables, las especies animales suelen presentar distancias mas largas que las plantas, incluso
en géneros con un gran numero de muestras; la variacion en las distancias genéticas en plantas
podria estar explicado por procesos de hibridacion. Fazekas en su investigacion de 2009 indica
que si bien el enfoque de codigo de barras para la identificacion puede optimizarse en plantas, la
eleccion del marcador debe ser mucho mas cuidadosa, considerando un muestreo adecuado.
Sin embargo, seguira resultando inherentemente mas dificil que la discriminacion en animaless0.
Técnicas como el andlisis de secuencias comparadas, hibridizacion de DNA y RNA, mapeo
genético comparativo, algoritmos bioinformaticos y recientemente el uso de transcriptdmica han
sido utilizados para la busqueda de genes de copia unica.8!. La utilizacién de estos genes ha
permitido la resolucion filogenética de algunos taxa y se ha propuesto que pueden funcionar
como marcadores moleculares especificos para cada taxa ofreciendo una filogenia més robusta
y por lo tanto mayor certeza de la identificacién828384, El conocimiento de marcadores basados
en genes de copia unica puede ayudar a encontrar marcadores globales que sean utilizados
mediante el enfoque del cddigo de barras molecular, con el respaldo de una filogenia que
garantice la correcta identificacion taxonémica.

A partir de los resultados obtenidos en el analisis GAP, utilizamos el enfoque de cddigo de
barras (DNA barcoding) para la identificacién de la composicién floral que esta presente en la
miel la cual provee elementos para conocer las plantas que las abejas visitan durante el pecoreo.
Se han propuesto distintos métodos para identificar botanica y geograficamente a las mieles, sin
embargo sigue siendo la observacion de polen en microscopio éptico, melisopalinologia, el
método mas recurrido para la caracterizacion botanica de la miel, esta técnica sigue siendo lenta,
ademas de requerir conocimiento especializado e involucra un laborioso procedimiento de
laboratorio, por lo que resulta una tarea ardua hacer la identificacion %°. Basandonos en otras

investigaciones que utilizan enfoque de cddigo de barras biolégico como método de
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caracterizacion botanica en mieles, decidimos utilizar los dos marcadores que mejor nos
permitieron discriminar las especies estudiadas para conocer la representacion de la diversidad
floral de las mieles peninsulares 50.85, Utilizando la mezcla de DNA de polen residual de miel, los
marcadores rbcL e ITS2 fueron de facil amplificacion y secuenciacién. Contrario a lo descrito por
Bruni et al. en 2015, encontramos que con rbcL se identificd un mayor nimero de especies,
generando MOTUs con un elevado porcentaje de identidad contra la base de referencia 0. Sin
embargo ITS2 mostré una menor variabilidad en la identificacién, generando MOTUs con un gran
numero de clonas correspondientes a la misma especie (Tabla 13). Soportando los resultados
obtenidos en este trabajo, se ha observado que si bien ITS2 puede funcionar como un marcador
central junto con rbclL en la identificacidn de especies, otros marcadores intergénicos como trnH-
psbA presentan un mayor nivel de variacion inter especifica, resultando un mejor candidato en la
discriminacion de especies 32 %0, Mediante esta técnica logramos observar MOTUs cercanos a
las especies G. floribundum, V. dentata y P. piscipula (Figuras 35y 36) cuyas secuencias fueron
generadas en este trabajo, recalcando la importancia de contar con secuencias disponibles en
los bancos de genes que nos permitan una identificacion méas precisa. En algunos casos se
decidi6 asignar como planta identificada a una distinta a la identificada mediante BLAST, fue el
caso de algunos MOTUs con inserto de rbcL: G. floribundum (BLAST: Coccolba swartzii), V.
dentata (BLAST: Helianthus annus) y P. piscipula (BLAST: Millettia pinnata), dicha decisién no
solo se basd en su cercania con las secuencias que generamos en este trabajo sino por ser
especies de la regidn y haber sido descritas como plantas meliferas predominates en los flujos
de floracién de la Peninsula de Yucatéan.

A través de ambos marcadores se detecto la presencia de Crotalaria sp (Tabla 13) la cual ha
sido investigada como un género potencialmente toxico por su alto contenido de alcaloides
pirrolizidinicos asociados con hepatotoxicidad en humanos86, existen algunos reportes de DNA

barcoding que sefialan la presencia de esta especie y de otras también identificadas como
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toxicas tales como Rhododendron spp 'y de Atropa belladona L, lo anterior no significa que sus
metabolitos estén presentes en la miel, pero implica que el DNA barcoding puede ser util en
evaluaciones de seguridad alimentaria 50,87,88,

El uso de marcadores utilizados en DNA barcode como herramienta de mapeo de diversidad no
ofrece posibilidades de cuantificacion de las especies presentes, consideracién importante para
|a tipificacion floral de la miel; herramientas moleculares complementarias pueden ser utilizadas
para estos fines, ejemplo de ello es la utilizacion de PCR basado en SCAR (sequence-
characterized amplified region)8?, basado en el disefio de oligonucelotidos a partir la clonacién de
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) en la secuencia de interés, permitiendo obtener
marcadores loucs-especificos.

Nuestros resultados indican que es posible aplicar el método de DNA barcoding para obtener
informacidn sobre el origen botanico de las mieles peninsulares, aunque se presenta la limitante
de la falta de informacién molecular de las especies endémicas de importancia melifera, de
contar con esta informacion, seria posible tener certeza del origen botanico e incluso del
geograéfico, confiriendo valor agregado a las mieles peninsulares. Esfuerzos por incrementar el
inventario molecular de estas especies no solo favorecerian la comercializacion de las mieles
peninsulares, también contribuiria al conocimiento de las especies florales fuente de alimento de

las abejas que las visitan, importantes en su nutricion y ciclo de vida.
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9. CONCLUSIONES

e Es posible generar codigos de barras bioldgicos con secuencias de calidad alta para

especimenes de herbario.

e El alcance de los codigos de barra como herramienta de identificacion taxonomica

depende en gran medida de la disponibilidad de las secuencias en los bancos de genes.

o El andlisis gap de distancias inter-intra especificas puede funcionar como un criterio de

seleccion de marcadores moleculares para estudios de DNA barcoding.

o El enfoque de DNA barcoding puede ser aplicado para conocer el origen botanico de la
miel, considerando la estandarizacion en el uso de marcadores moleculares y el
enriquecimiento de las bases de datos de genes con secuencias que representen el

endemismo de la region de estudio.

e La construccion de una base de datos de las especies reportadas previamente mediante

melisopalinologia se encuentra limitada por el numero de especies con secuencias

disponibles en los bancos de genes.
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10. PERSPECTIVA

Los resultados obtenidos en este trabajo, son consistentes sobre la aplicacion y la utilidad de los
codigos de barra biolégicos en estudios de identificacion de especies florales, mismo que permite
establecer nuevos planteamientos sobre las limitantes y mejoras que pueden realizarse para

aprovecharlos de mejor manea.

Utilizar tanto colecciones de herbario como colectas en campo para realizar un inventario
bioldgico de especies de importancia melifera permitiria ampliar el conocimiento de la

biodiversidad de estas especies.

Es necesario evaluar la utilizacién de diferentes marcadores que muestren alto nivel de
amplificacion y secuenciacion en diferentes géneros de especies meliferas para determinar la
combinacion que mejor funcione en estas plantas. Los marcadores pueden ser seleccionados a
partir de genes de copia Unica cuya busugeda puede realizarse mediante técnicas moleculares
como hibridizacion de RNA, secuenciacién masiva y algortitmos bioinfromaticos basados en la

localizacion de los mismos en bases de datos.

Con la finalidad de utilizar el enfoque de DNA barcoding a nivel comercial para conocer el origen
botanico y geogréafico de la miel, es pertinente llevar a cabo la estandarizacion de la combinacion
de marcadores que mayor grado de discriminacion e identificaciéon ofrezcan, asi como la
complementacion con otras técnicas moleculares como secuenciacion de siguiente generacion y
g- PCR basado en SCAR que arrojen informacién sobre la proporcién de estas plantas presentes

en la miel.
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ANEXO A

Especificaciones de las muestras de especimenes de herbario.

T. corymbosa Guerrero, 31/10/199 | Jorge 989709
(L.) Raf. Tlacotepec | 8 Caldnico

Coord.: lat. No. de

17°4410", colecta:

long. 11756

100°223"

alt. 780m

s.n.m.
B. simaruba (L.) | Campeche, | 13/03/199 | Eduardo 974851
Sarg. Calakmul 8 Martinez No.

Coord.: lat. de colecta:

18°15'0" N, 30355

long.

89°26'20"

W, alt. 250m

s.n.m.
Piscidia Quintana 15/06/199 | Claudia 936590
piscipula (L.) Roo, 8 Gallardo No.
Sarg. X'cacel- de colecta:

X'cacelito 2237

Coord.: 13

Km al Norte

de Tulum
Gymnopodium | Campeche, | 22/11/199 | Erika Lira 832126
floribundum Calakmul 7 No. de
Rolfe Coord.: lat. colecta: 385

18°44'3" N,

long.

89°23'41"

W, alt. 230m

s.n.m.
Viguiera dentata | Campeche, | 26/11/199 | E. Martinez | 851355
(Cav.) Spreng. | Calakmul 7 No. de

Coord.: lat. colecta:

18°31'45" N, 30026

long.

89°3520"

W, alt. 240m

s.n.m.
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ANEXO 2

Burseraceae rhoL-matK
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anaum atstaescun sole G4

Cnarum ausllskcum is0de HO9

Sanira mer youche NPAONOZE)

Qacryodss Kaneana oucher PAMAT?

Daryodes Kaneana Youcher PHEASG

St ers youche JNPADNONZS

Santra imera Youche NPRONDNZA

Sonia e cher NPAONIS

0,005

Reconstruccion filogenética para algunos géneros de la familia Burseraceae utilizando el
concatenado de secuencias rbcL-matK. Géneros filogenéticamente cercanos a la especie B.
simaruba fueron utilizados para la reconstrucciédn filogenética por el método Maximum Likelihood
utilizando a los marcadores rbcL- matK. El concatenado de secuencias fue realizado en BioEdit.
C1(muestra de campo), H1 (muestra de herbario). Los géneros se encuentran agrupados por
colores, algunos clados contienen mas de una especie. Escala 0.005
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